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b e u s e d t o d i s t i n g u i s h b e t w e e n h u m a n a n d a n i m a l s o u r c e s o f
f e c a l c o n t a m i n a t i o n . C o l i p h a g e s a n d e n t e r i c v i r u s e s h a v e
s i m i l a r s i z e s
,
s t r u c t u r e s
,
a n d c o m p o s i t i o n s , a n d h a v e b e e n
s h o w n t o r e s p o n d i n a c o m p a r a b l e m a n n e r t o t r e a t m e n t
p r o c e s s e s a n d e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s ( S i m k o v a a n d
C e r v e n k a , 1 9 8 1 ; C h u n g a n d S o b s e y , 1 9 9 3 ) .
T h e p u r p o s e o f t h i s r e s e a r c h w a s t o a s s e s s t h e a b i l i t y o f F +
c o l i p h a g e s a n d s o m a t i c c o l i p h a g e s t o r e l i a b l y p r e d i c t t h e
m i c r o b i o l o g i c a l q u a l i t y o f b i v a l v e m o l l u s c a n s h e l l f i s h a n d
t h e i r h a b i t a t w a t e r s i m p a c t e d b y k n o w n s o u r c e s o f p o i n t a n d
n o n - p o i n t f e c a l p o l l u t i o n .
C h a p t e r I I .
L I T E R A T U R E R E V I E W
G a s t r o i n t e s t i n a l I l l n e s s A s s o c i a t e d w i t h S h e l l f i s h
C o n s xx m p t i o n
S h e l l f i s h i n t h e U n i t e d S t a t e s h a v e b e e n i m p l i c a t e d i n
p a t h o g e n i c d i s e a s e t r a n s m i s s i o n s i n c e t h e e a r l y 1 9 0 0
' s w h e n
s e w a g e f r o m c o a s t a l c i t i e s f i r s t b e g a n t o b e c o l l e c t e d a n d
d i s p o s e d o f i n e s t u a r i e s . P r i o r t o 1 9 5 0 , b a c t e r i a l
p a t h o g e n s p o s e d t h e m a j o r m i c r o b i a l t h r e a t , m o s t n o t a b l y
S a l m o n e l l a t y p h i , t h e c a u s a t i v e a g e n t o f t y p h o i d f e v e r . A s
w a t e r a n d w a s t e t r e a t m e n t p r o c e s s e s i m p r o v e d a n d
d i s i n f e c t a n t s ( i . e . f r e e c h l o r i n e ) b e c a m e m o r e w i d e l y u s e d ,
v i r a l p a t h o g e n s r e p l a c e d b a c t e r i a l p a t h o g e n s a s t h e
p r e d o m i n a n t a g e n t s o f s h e l l f i s h
- b o r n e d i s e a s e . H u m a n
e n t e r i c v i r u s e s a r e m o r e r e s i s t a n t t o c h l o r i n e d i s i n f e c t i o n
t h a n b a c t e r i a , w h i c h a r e r e a d i l y d e s t r o y e d b y c o n v e n t i o n a l
c h l o r i n e t r e a t m e n t o f w a s t e w a t e r . T a b l e 1 l i s t s t h e
e t i o l o g i c a g e n t s a s s o c i a t e d w i t h s h e l l f i s h b o r n e d i s e a s e i n
t h e U . S .
5I n f e c t i o u s h e p a t i t i s a n d g a s t r o e n t e r i t i s a r e t h e t w o
v i r a l d i s e a s e s k n o w n t o b e a s s o c i a t e d w i t h c o n t a m i n a t e d
s h e l l f i s h c o n s u m p t i o n ( R a o a n d M e l n i c k , 1 9 8 6 ) . H o w e v e r , t h e
m a j o r i t y o f c a s e s l i s t e d i n T a b l e 1 a r e c a u s e d b y a n u n k n o w n
o r u n i d e n t i f i e d a g e n t o f g a s t r o e n t e r i t i s . S i n c e 1 9 7 2 w h e n
N o r w a l k a n d N o r w a l k - l i k e a g e n t s w e r e f i r s t l i n k e d t o
g a s t r o i n t e s t i n a l i l l n e s s , t h e y h a v e b e e n g i v e n s e r i o u s
c o n s i d e r a t i o n a s p r o b a b l e a g e n t s f o r c a s e s o f
g a s t r o e n t e r i t i s o f u n k n o w n e t i o l o g y . I n m o s t o f t h e n e a r l y
8 , 0 0 0 c a s e s , s y m p t o m s i n c l u d e d a t y p i c a l o n s e t t i m e o f 2 4 t o
4 8 h o u r s , a d u r a t i o n o f a b o u t 4 8 h o u r s , a n d a r e l a t i v e l y
m i l d g a s t r o e n t e r i t i s ( R i p p e y 1 9 9 4 ) , s y m p t o m s c h a r a c t e r i s t i c
o f N o r w a l k a n d o t h e r N o r w a l k - l i k e v i r u s e s .
A n e x t e n s i v e o u t b r e a k o f N o r w a l k v i r u s w a s r e c e n t l y
d o c u m e n t e d i n G r a n d P a s s / C a b b a g e R e e f , L o u i s i a n a ( K o h n e t
a 1 . , 1 9 9 5 ) . S e v e n t y ( 8 3 % ) o f 8 4 p e r s o n s w h o a t e r a w o y s t e r s
b e c a m e i l l v e r s u s 3 ( 7 % ) o f 4 3 w h o d i d n o t e a t r a w o y s t e r s .
S y m p t o m s r e p o r t e d b y i l l p e r s o n s i n c l u d e d d i a r r h e a , c r a m p s ,
v o m i t i n g , h e a d a c h e , a n d f e v e r . A l l s t o o l s a m p l e s t e s t e d
( 1 2 ) w e r e p o s i t i v e b y e l e c t r o n m i c r o s c o p y a n d / o r R T
- P C R
f o r N o r w a l k v i r u s , a n d 7 9 % ( 1 1 o f 1 4 ) o f s e r u m p a i r s h a d a t
l e a s t a 4 - f o l d i n c r e a s e i n a n t i b o d y t o N o r w a l k v i r u s .
T h o u g h t h e h a r v e s t a r e a h a d n o k n o w n s o u r c e o f m e t r o p o l i t a n
s e w a g e i n p u t , c r e w s f r o m 8 5 % ( 2 2 o f 2 6 ) o f h a r v e s t v e s s e l s
r e p o r t e d r o u t i n e o v e r b o a r d d i s p o s a l o f s e w a g e . O n e o f t h e s e
h a r v e s t e r s a l s o r e p o r t e d h a v i n g g a s t r o e n t e r i t i s d u r i n g t h e
i m p l i c a t e d h a r v e s t p e r i o d . T h e m a g n i t u d e o f t h i s o u t b r e a k
w a s a c t u a l l y m u c h l a r g e r t h a n r e p o r t e d b y K o h n e t a l .
( 1 9 9 5 ) , w i t h m o r e c l u s t e r s o f i l l n e s s o c c u r r i n g i n M a r y l a n d
a n d o t h e r s t a t e s ( D o w e l l e t a l . 1 9 9 5 ) .
T a b l e 1 . U . S . S h e l l f i s h B o r n e D i s e a s e A g e n t s ( 1 8 9 8 - 1 9 9 0 )
*
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U n k n o w n
*
S a l m o n e l l a t y p h i
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"
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E s c h e r i c h i a c o l i
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7 , 9 7 8
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■ A d a p t e d f r o m R i p p e y S R ( 1 9 9 4 )
* N o a g e n t i s o l a t e d o r i d e n t i f i e d
■=
T y p e u n s p e c i f i e d
V i r a l g a s t r o e n t e r i t i s i n c o m b i n a t i o n w i t h H e p a t i t i s A
h a s b e e n r e p o r t e d f o l l o w i n g s h e l l f i s h c o n s u m p t i o n .
O u t b r e a k s o f s h e l l f i s h b o r n e g a s t r o e n t e r i t i s r e a c h e d
e p i d e m i c p r o p o r t i o n s i n N e w Y o r k S t a t e i n 1 9 8 2 ( M o r s e e t
a l . , 1 9 8 6 ) . O n e h u n d r e d a n d t h r e e o u t b r e a k s w e r e w e l l
d o c u m e n t e d i n w h i c h 1 0 1 7 p e r s o n s r e p o r t e d g a s t r o i n t e s t i n a l
i l l n e s s ( 1 0 1 7 ) a n d / o r H e p a t i t i s A i n f e c t i o n ( 1 0 ) . E i g h t
h u n d r e d a n d t h i r t e e n c a s e s w e r e r e l a t e d t o e a t i n g c l a m s , a n d
2 0 4 t o e a t i n g o y s t e r s . N o r w a l k v i r u s w a s i m p l i c a t e d a s t h e
p r e d o m i n a n t e t i o l o g i c a g e n t b y c l i n i c a l f e a t u r e s o f t h e
i l l n e s s a n d b y a n a l y s i s o f s e r u m s a m p l e s f r o m 7 o u t b r e a k s .
N o r w a l k v i r u s w a s a l s o i d e n t i f i e d b y r a d i o i m m u n o a s s a y i n
c l a m a n d o y s t e r s p e c i m e n s f r o m t w o o f t h e o u t b r e a k s .
D i s e a s e t r a n s m i s s i o n h a s a l s o b e e n l i n k e d t o
c o n s u m p t i o n o f c o o k e d s h e l l f i s h . I n J a n u a r y 1 9 9 5 , 3 4
s e p a r a t e c l u s t e r s o f a c u t e g a s t r o e n t e r i t i s a s s o c i a t e d w i t h
e a t i n g o y s t e r s w e r e i d e n t i f i e d b y t h e F l o r i d a D e p a r t m e n t o f
H e a l t h a n d R e h a b i l i t a t i o n S e r v i c e s ( J A M A 1 9 9 5 ) . M o s t o f t h e
o y s t e r s w e r e s e r v e d s t e a m e d o r r o a s t e d a n d m a n y o f t h e
i m p l i c a t e d o y s t e r s w e r e c o l l e c t e d f r o m t h e A p a l a c h i c o l a B a y ,
a n a r e a w h i c h m e t f e c a l c o l i f o r m s t a n d a r d s f o r b o t h t h e
s h e l l f i s h a n d t h e i r h a r v e s t w a t e r s . N o r w a l k - l i k e v i r u s e s
w e r e d e t e c t e d b y e l e c t r o n m i c r o s c o p y i n s t o o l s p e c i m e n s f r o m
7 o f 1 1 p e r s o n s w h o a t e o y s t e r s f r o m A p a l a c h i c o l a B a y .
E n t e r i c V i r u s e s
V i r u s e s i n f e c t i n g t h e g a s t r o i n t e s t i n a l t r a c t , u s u a l l y
t r a n s m i t t e d b y t h e f e c a l / o r a l r o u t e , a r e k n o w n a s e n t e r i c
v i r u s e s . T h e y c o n s i s t o f a n u c l e i c a c i d , e i t h e r d o u b l e o r
s i n g l e s t r a n d e d D N A o r R N A , a n d a p r o t e i n c o a t c a l l e d t h e
c a p s i d . M o s t e n t e r i c v i r u s e s a r e n o n
- e n v e l o p e d ( n o
l i p o p r o t e i n e n v e l o p e ) e x c e p t c o r o n a v i r u s e s . T h e r e a r e o v e r
1 0 0 t y p e s o f e n t e r i c v i r u s e s ( s e e T a b l e 2 ) . P o l i o v i r u s e s ,
c o x s a c k i e A v i r u s e s
,
c o x s a c k i e B v i r u s e s
,
a n d e c h o v i r u s e s
a r e a l l m e m b e r s o f t h e f a m i l y P i c o r n a v i r i d a e a n d a r e
r e f e r r e d t o a s t h e E n t e r o v i r u s e s . M a n y a r e e a s i l y
c u l t i v a t e d a n d r e a d i l y d e t e c t e d i n f e c a l l y c o n t a m i n a t e d
w a t e r a n d f o o d . H A V , r o t a v i r u s e s , a n d N o r w a l k a n d o t h e r
S R S V s a r e a p p a r e n t l y q u i t e r e s i s t a n t t o t r e a t m e n t p r o c e s s e s
a n d a r e w i d e l y i m p l i c a t e d i n w a t e r b o r n e a n d f o o d b o r n e
o u t b r e a k s .
T a b l e 2 . E n t e r i c V i r u s e s
v i r u s G r o u p
E n t e r o v i r u s e s
P o l i o v i r u s e s
C o x s a c k i e v i r u s e s A
C o x s a c k i e v i r u s e s B
E c h o v i r u s e s
O t h e r e n t e r o v i r u s e s
H e p a t i t i s A v i r u s
A d e n o v i r u s e s
R e o v i r u s e s
R o t a v i r u s e s
N o r w a l k a n d o t h e r
s m a l l , r o \ i n d
s t r u c t u r e d v i r u s e s
(S R S V )
E n t e r i c n o n - A , n o n
- B
h e p a t i t i s (H E V )
C o r o n a v i r u s










s e v e r a l
D i s e a s e / S y mp t o m s
P o l i o m y e l i t i s ; a s e p t i c m e n i n g i t i s
A s e p t i c m e n i n g i t i s ; h e r p a n g i n a ; r a s h
A s e p t i c m e n i n g i t i s ; m y o
- / p e r i - c a r d i t i s
A s e p t i c m e n i n g i t i s ; r a s h ; G I
E n c e p h a l i t i s ; h e m o r r h a g i c
c o n j u n c t i v i t i s
I n f e c t i o u s h e p a t i t i s
A c u t e G I ( t y p e s 4 0 / 4 1 ; u p p e r r e s p . )
M i l d G I a n d U R i l l n e s s
A c u t e G I
A c u t e G I
I n f e c t i o u s h e p a t i t i s
U R i l l n e s s ; G I (p o s s i b l y )
H e p a t i t i s A V i r u s
H e p a t i t i s A v i r u s ( H A V ) , f o r m e r l y c l a s s i f i e d a s
e n t e r o v i r u s 7 2 , i s n o w i n t h e g e n u s h e p a t a v i r u s w i t h i n t h e
f a m i l y P i c o r n a v i r i d a e . T h e v i r i o n i s a 2 7 n m , n o n
-
e n v e l o p e d , R N A v i r u s w i t h a n i c o s a h e d r a l s h a p e . C l i n i c a l
f e a t u r e s o f H A V i n f e c t i o n i n c l u d e a c u t e o n s e t w i t h f e v e r ,
m a l a i s e , a n o r e x i a , n a u s e a a n d a b d o m i n a l d i s c o m f o r t , o f t e n
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f o l l o w e d w i t h i n a f e w d a y s b y j a u n d i c e ( B e n e s o n , 1 9 9 5 ) . T h e
s e v e r i t y o f t h e d i s e a s e c a n r a n g e f r o m a s y m p t o m a t i c
i n f e c t i o n t o j a u n d i c e a n d n e c r o s i s o f t h e l i v e r , t h o u g h t h e
l a t t e r i s r a r e . D u r a t i o n o f i l l n e s s m a y b e f r o m a f e w w e e k s
t o a f e w m o n t h s w i t h p e a k l e v e l s o f v i r u s s h e d d i n g t w o w e e k s
b e f o r e t h e o n s e t o f s y m p t o m s .
O u t b r e a k s o f H A V o c c u r w o r l d w i d e . T h e d i s e a s e i s
t r a n s m i t t e d b y t h e f e c a l / o r a l r o u t e , u s u a l l y p e r s o n t o
p e r s o n o r t h r o u g h c o n s u m p t i o n o f s h e l l f i s h g r o w n i n f e c a l l y
c o n t a m i n a t e d w a t e r s . T r a n s m i s s i o n o f H A V o c c u r s m o r e o f t e n
i n a r e a s o f p o o r h y g i e n e a n d s a n i t a t i o n , a n d i s t h u s
p r e v a l e n t i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s .
H A V i s o n e o f t h e m o s t r e s i s t a n t e n t e r i c v i r u s e s t o
b o t h c o n v e n t i o n a l t r e a t m e n t a n d e n v i r o n m e n t a l i n a c t i v a t i o n
p r o c e d u r e s . H A V i s s t a b l e a t p H 3 a n d r e s i s t a n t t o e t h e r
a n d a t e m p e r a t u r e o f 6 0
°
C f o r 1 h o u r ( C o u l e p i s e t a l . 1 9 8 2 ) .
H i g h l y p u r i f i e d H A V w a s f o u n d t o b e m u c h m o r e r e s i s t a n t t o
l o w p H t h a n p o l i o v i r u s t y p e 1 , c o x s a c k i e v i r u s t y p e s A 9 a n d
B l a n d e c h o v i r u s t y p e 9 . T h e v i r u s r e m a i n e d i n f e c t i o u s f o r
e i g h t h o u r s a t p H 1 ( h e l d a t r o o m t e m p e r a t u r e ) ( S c h o l z
1 9 8 9 ) .
G r a b o w e t a l . d e t e r m i n e d t h a t w h e n e x p o s e d t o f r e e
1 1
c h l o r i n e a t p H 6 , 8 , o r 1 0 , H A V w a s a l w a y s m o r e r e s i s t a n t
t h a n S A - 1 1 r o t a v i r u s , b u t a l w a y s m o r e s e n s i t i v e t h a n
c o l i p h a g e V I .
H e r b o l d e t a l . ( 1 9 8 9 ) f o u n d t h a t H A V w a s m o r e r e s i s t a n t
t o o z o n e t h a n p o l i o v i r u s . A t 2 0
°
C , 0 . 1 3 m g o f o z o n e p e r
l i t e r w a s r e q u i r e d t o i n a c t i v a t e p o l i o v i r u s , w h e r e a s , 0 . 2 5
t o 0 . 3 8 m g p e r l i t e r w a s r e q u i r e d f o r H A V . H A V w a s a l s o
s h o w n t o b e m o r e r e s i s t a n t t o o z o n e t h a n E s c h e r i c h i a c o l i .
b u t l e s s r e s i s t a n t t h a n B a c i l l u s s u b t i l i s s p o r e s .
H A V h a s b e e n s h o w n t o b e m o r e r e s i s t a n t t o e l e v a t e d
t e m p e r a t u r e s t h a n o t h e r e n t e r o v i r u s e s . S i e g l e e t a l . ( 1 9 8 4 )
f o u n d t h a t 5 0 % o f p o l i o v i r u s 2 d i s i n t e g r a t e d d u r i n g h e a t i n g
a t p H 7 . 0 f o r 1 0 m i n u t e s a t 4 3
°
C , w h e r e a s 5 0 % o f H A V
d i s i n t e g r a t e d d u r i n g h e a t i n g a t t h e s a m e p H a n d s a m e l e n g t h
o f t i m e a t 6 1 ° C .
I n a s u r v i v a l e x p e r i m e n t b y C h u n g a n d S o b s e y ( 1 9 9 3 ) ,
H A V s u r v i v a l w a s c o m p a r e d t o t h a t o f F + c o l i p h a g e ,
B a c t e r o i d e s f r a g i l i s p h a g e , p o l i o v i r u s , a n d r o t a v i r u s i n
s e a w a t e r a t 5
°
C . H A V w a s i n a c t i v a t e d l e s s t h a n a l l o f t h e
o t h e r 4 v i r u s e s a n d a f t e r 6 0 d a y s , u n d e r w e n t l e s s t h a n a 3
l o g r e d u c t i o n .
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N o r w a l k a n d O t h e r S m a l l R o u n d S t r u c t u r e d V i r u s e s ( S R S V )
N a m e d a f t e r a n o u t b r e a k o f g a s t r o e n t e r i t i s i n a n
e l e m e n t a r y s c h o o l i n N o r w a l k , O h i o , N o r w a l k v i r u s a n d
r e l a t e d S R S V s a r e c o m m o n c a u s e s o f a c u t e v i r a l
g a s t r o e n t e r i t i s . N o r w a l k v i r u s i s a s m a l l ( 2 7 - 3 2 n m ) R N A
v i r u s , c l a s s i f i e d a s a C a l i c i v i r u s . I t i s t h e e t i o l o g i c
a g e n t o f m a n y w a t e r b o r n e a n d f o o d b o r n e o u t b r e a k s a n d i s
o f t e n a s s o c i a t e d w i t h s h e l l f i s h b o r n e a c u t e g a s t r o e n t e r i t i s
( K a p l a n e t a l . 1 9 8 2 , R a o a n d M e l n i c k , 1 9 8 6 ) ( s e e T a b l e 1 ) .
T h e d i s e a s e i s c h a r a c t e r i z e d b y n a u s e a , v o m i t i n g ,
d i a r r h e a , a b d o m i n a l p a i n , m y a l g i a , h e a d a c h e , m a l a i s e , a n d
l o w g r a d e f e v e r , t h o u g h n o t a l l i n f e c t e d p e r s o n s d i s p l a y a l l
s y m p t o m s ( B e n e s o n 1 9 9 5 ) . I l l n e s s l a s t s 1 - 3 d a y s , w i t h a n
i n c u b a t i o n p e r i o d o f u s u a l l y 2 4
- 4 8 h o u r s . T r a n s m i s s i o n i s
b y t h e f e c a l / o r a l r o u t e , w i t h h u m a n s a s t h e o n l y k n o w n
r e s e r v o i r . T h e v i r u s i s e x c r e t e d i n t h e f e c e s f r o m o n s e t o f
i l l n e s s t o s e v e r a l d a y s a f t e r s y m p t o m s s u b s i d e . P r e s e n t l y ,
t h i s v i r u s c a n n o t b e c u l t u r e d i n t h e l a b o r a t o r y , t h o u g h
m o l e c u l a r m e t h o d o l o g i e s a r e b e i n g d e v e l o p e d f o r
i d e n t i f i c a t i o n i n s t o o l s a m p l e s a n d i m p l i c a t e d v e h i c l e s .
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N o n - A . N o n - B I n f e c t i o u s H e p a t i t i s o r H e p a t i t i s E V i r u s ( H E V )
H E V h a s b e e n t h e c a u s e o f n u m e r o u s o u t b r e a k s o f
i n f e c t i o u s h e p a t i t i s i n A s i a , A f r i c a , M e x i c o , a n d C e n t r a l
A m e r i c a a n d i s n o w t h o u g h t t o b e r e s p o n s i b l e f o r t h e l a r g e s t
w a t e r b o r n e e p i d e m i c o f i n f e c t i o u s h e p a t i t i s r e c o r d e d . T h i s
o u t b r e a k o c c u r r e d i n N e w D e l h i i n 1 9 5 5 - 5 6 , w h e r e 3 0 , 0 0 0
c a s e s w e r e r e p o r t e d w i t h t h e t r u e n u m b e r o f i n f e c t i o n s
a t l e a s t 1 0 - f o l d h i g h e r ( R a o a n d M e l n i c k , 1 9 8 6 ) . T h e
c l i n i c a l s i g n s a n d s y m p t o m s o f t h e d i s e a s e a r e s i m i l a r t o
t h o s e o f H A V , b u t t h e r e i s a n u n u s u a l l y h i g h 2 0 % m o r t a l i t y
r a t e i n p r e g n a n t w o m e n i n t h e i r t h i r d t r i m e s t e r . H E V o c c u r s
m o s t l y i n a r e a s o f p o o r s a n i t a t i o n , w h e r e i t c a n b e
t r a n s m i t t e d b y w a t e r b o r n e o r s h e l l f i s h b o r n e p a t h w a y s .
H E V i s a n o n - e n v e l o p e d , i c o s a h e d r a l v i r i o n , c l a s s i f i e d
a s a C a l i c i v i r u s . A 3 2 n m v i r u s - l i k e p a r t i c l e h a s b e e n
i s o l a t e d f r o m s t o o l d u r i n g t h e e a r l y a c u t e p h a s e o f
i n f e c t i o n , a n d h a s b e e n e s t a b l i s h e d a s t h e c a u s a t i v e a g e n t
o f t h i s d i s e a s e . T h e i n c u b a t i o n p e r i o d c a n b e a n y w h e r e f r o m
1 5 t o 6 4 d a y s , b u t i s u s u a l l y 2 6 t o 4 2 d a y s , w i t h a n u n k n o w n
p e r i o d o f c o m m u n i c a b i l i t y ( B e n e s o n , 1 9 9 5 ) .
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B a c t e r i o p h a g e s
B a c t e r i o p h a g e s a r e v i r u s e s i n f e c t i n g b a c t e r i a . T h e y
c o n s i s t o f a n u c l e i c a c i d m o l e c u l e ( g e n o m e ) s u r r o u n d e d b y a
p r o t e i n c o a t ( c a p s i d ) . T h e n u c l e i c a c i d m o l e c u l e c a n b e a
D N A o r a n R N A m o l e c u l e , s i n g l e o r d o u b l e s t r a n d e d , d e p e n d i n g
o n w h i c h o f t h e s i x m a j o r f a m i l i e s t h e p h a g e b e l o n g s t o ( s e e
F i g . 1 ) . T h e M y o v i r i d a e , S t y l o v i r i d a e a n d t h e P o d o v i r i d a e
e a c h c o n t a i n a d o u b l e s t r a n d e d D N A m o l e c u l e
, a c a p s i d o f
c u b i c s y m m e t r y , a n d a h e l i c a l t a i l w h i c h d i f f e r s i n s i z e a n d
s t r u c t u r e f o r e a c h f a m i l y . I n f e c t i o n o f t h e h o s t i s t h r o u g h
t h e b a c t e r i a l c e l l w a l l
,
c h a r a c t e r i z i n g t h e m a s s o m a t i c
p h a g e s . M i c r o v i r i d a e , L e v i v i r i d a e , a n d I n o v i r i d a e a l l
c o n t a i n s i n g l e s t r a n d e d n u c l e i c a c i d , w i t h L e v i v i r i d a e t h e
o n l y f a m i l y o f p h a g e c o n t a i n i n g r i b o n u c l e i c a c i d .
M i c r o v i r i d a e a r e s o m a t i c p h a g e s , w h i l e L e v i v i r i d a e a n d
I n o v i r i d a e a r e m a l e s p e c i f i c ( F + ) p h a g e s . I n f e c t i o n o f t h e
h o s t t h r o u g h b a c t e r i a l p i l i , u s u a l l y e n c o d e d o n a p l a s m i d ,
t h e F o r s e x p l a s m i d , m a k e s t h e p h a g e p i l u s
- s p e c i f i c o r F + .
F i g u r e 1 . M a j o r F a m i l i e s o f B a c t e r i o p h a g e
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A . M y o v i r i da e
d s DNA
c e i l w a l l
9 5 x 6 5 n m
L U T 2
D . M i c r o v ir i d a e
0
s s D NA
c e il w a i l
3 0 n m
QX I7 4
B . S i p ii o v ir i d a e
d s DN A
c e il w a l l
5 4 n m
C . Po d o v i r i da e
d s D N A
c e l l w a i l
4 7 n m
T 7
E . L e v iv ir id a e
s s R NA
O s e x p i l u s
2 4 n m
MS 2 , f 2 , QP
F. In o v i r id a e
s s DN A
s e x p i l u s
8 IO x 6 n m
f d
10 0 n m
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I n f e c t i o n o f b a c t e r i a l c e l l s
,
w h e t h e r t h r o u g h t h e c e l l
w a l l o r t h e p i l u s p r o c e e d s i n t h e f o l l o w i n g m a n n e r * :
1 . A d s o r p t i o n o f p h a g e p a r t i c l e s t o h o s t c e l l s
2 . S e p a r a t i o n o f t h e n u c l e i c a c i d f r o m t h e p r o t e i n c o a t a n d
i t s e n t r y i n t o t h e c e l l
3 . E x p r e s s i o n a n d r e p l i c a t i o n o f p h a g e n u c l e i c a c i d ,
s y n t h e s i s o f p h a g e m a c r o m o l e c u l e s a n d s u b u n i t s
4 . A s s e m b l y o f n e w v i r u s p a r t i c l e s
5 . L y s i s o f t h e h o s t c e l l a n d r e l e a s e o f p h a g e p r o g e n y
* ( P h a g e E c o l o g y , 1 9 8 7 ; l A W P R C , 1 9 9 0 )
L e v i v i r i d a e , s i n g l e s t r a n d e d R N A b a c t e r i o p h a g e s , h a v e a
c o m p o s i t i o n a n d s i z e s i m i l a r t o h u m a n e n t e r o v i r u s e s , H A V ,
c a l i c i v i r u s e s a n d a s t r o v i r u s e s . I n f e c t i o n i s s p e c i f i c t o
t h e m a l e s t r a i n s o f E . c o l i ( F + , F ' , H f r ) , h o w e v e r p l a q u e s
o n m a l e s t r a i n s w i l l n o t f o r m i n t h e p r e s e n c e o f R N A s e . O n
t h e b a s i s o f s e r o l o g i c a l a n d p h y s i c o c h e m i c a l p r o p e r t i e s ,
F u r u s e e t a l . ( 1 9 8 1 ) d i v i d e d R N A c o l i p h a g e s i n t o f o u r g r o u p s
( I - I V ) , w i t h p r o t o t y p e p h a g e s M S - 2 , G A , Q B , a n d S P
r e s p e c t i v e l y . T h e y a l s o s u g g e s t e d t h a t i t m a y b e p o s s i b l e
t o d i s t i n g u i s h b e t w e e n h u m a n a n d a n i m a l f e c a l c o n t a m i n a t i o n
o n t h e b a s i s o f p r e f e r e n t i a l r e l a t i o n s h i p s b e t w e e n R N A p h a g e
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g r o u p s a n d t h e i r h o s t s . F u r u s e a n d c o l l e a g u e s , i n a s t u d y
i n S o u t h a n d E a s t A s i a ( O s a w a S . , K . F u r u s e , a n d I .
W a t a n a b e , 1 9 8 1 ) f o u n d t h a t g r o u p I p h a g e s c a n b e i s o l a t e d
f r o m f e c e s o f m a m m a l s o t h e r t h a n h u m a n s ( p i g s a n d c o w s ) ,
g r o u p I I p h a g e s a r e t h o u g h t t o b e p r i m a r i l y f r o m h u m a n f e c a l
s o u r c e s
, g r o u p I I I p h a g e i s o l a t i o n i s r e s t r i c t e d t o h u m a n
f e c e s , a n d g r o u p I V p h a g e c a n b e i s o l a t e d f r o m t h e f e c e s o f
b o t h a n i m a l s a n d h u m a n s . T h e s e r e s u l t s w e r e c o n f i r m e d b y
H a v e l a a r e t a l . ( 1 9 9 0 ) , e x c e p t t h e y i s o l a t e d g r o u p s I I a n d
I I I f r o m s e w a g e r a t h e r t h a n f e c e s .
S o m a t i c c o l i p h a g e s h a v e b e e n d e t e c t e d i n t h e f e c e s o f
h u m a n s , c a t t l e , p i g s , c h i c k e n s a n d o t h e r a n i m a l s ( D h i l l o n e t
a l . , 1 9 7 6 ; H a v e l a a r e t a l . 1 9 8 6 , 1 9 9 0 ; O s a w a e t a l . 1 9 8 1 ) .
S e e l e y a n d P r i m r o s e ( 1 9 8 0 ) f o u n d t h a t s o m e c o l i p h a g e s a l s o
e x i s t n a t u r a l l y i n t h e e n v i r o n m e n t . T h e a u t h o r s d i v i d e d
a q u a t i c c o l i p h a g e s i n t o t h r e e p h y s i o l o g i c a l t y p e s o n t h e
b a s i s o f o p t i m a l t e m p e r a t u r e r a n g e s f o r i n c u b a t i o n .
C l a s s i f i c a t i o n s i n c l u d e : l o w t e m p e r a t u r e ( L T , 1 5
°
C - 3 0
°
C ) ;
m i d - t e m p e r a t u r e ( M T , 1 5
°
C - 4 5
°
C ) ; a n d h i g h t e m p e r a t u r e ( H T ,
2 5
°
C - 4 5
°
C ) p h a g e s . T h e a u t h o r s f o u n d t h a t H T a n d M T p h a g e s
p r e d o m i n a t e d i n s e w a g e , a n d t h a t L T a n d M T p h a g e w e r e m o r e
p r e v a l e n t i n n a t u r a l w a t e r s .
18
S t u d i e s a n a l y z i n g s o m a t i c a n d m a l e s p e c i f i c c o l i p h a g e s
i n f e c a l m a t e r i a l w e r e r e c e n t l y c o m p i l e d ( H . C h u n g , 1 9 9 3 ,
P h . D . d i s s e r t a t i o n ) ( s e e T a b l e 3 ) .
W h i l e h u m a n f e c e s i s a n i m p o r t a n t s o u r c e o f
b a c t e r i o p h a g e s , t h e p r e v a l e n c e o f b a c t e r i o p h a g e e x c r e t i o n i s
l o w . H o w e v e r , s e w a g e a p p e a r s t o b e a c o n s i s t e n t e c o l o g i c a l
n i c h e f o r b a c t e r i o p h a g e s b e c a u s e o f t h e i r r e p l i c a t i o n i n
f r e s h r a w s e w a g e . T h e h i g h c o n c e n t r a t i o n s o f e n t e r i c
b a c t e r i a l p h a g e s i n e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s a r e p r o b a b l y
r e p r e s e n t a t i v e o f c o n t a m i n a t i o n b y s e w a g e . M u l t i p l i c a t i o n
o f F + R N A p h a g e t y p e I I G A w a s d e m o n s t r a t e d b y H a v e l a a r a n d
P o t - H o g e b o o m ( 1 9 8 8 ) i n s e w a g e a n d i n r i v e r o r s e a w a t e r , b u t
o n l y i f b a c t e r i a l d e n s i t i e s r e a c h e d 1 0
^ / m l . S i n c e E . c o l i
d e n s i t i e s o f t h i s m a g n i t u d e a r e n o t l i k e l y i n t h e
e n v i r o n m e n t , r e p l i c a t i o n o f p h a g e w i l l p r o b a b l y o c c u r o n l y
i n s e w a g e .
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T a b l e 3 . S o m a t i c a n d M a l e S p e c i f i c C o l i p h a g e s i n H u m a n a n d
A n i m a l F e c e s *
S a mp l e T y p e # o f S a m p l e s P o s i t i v e f o r
H u m a n
P i g
C a t t l e
C o w
H o r s e
Z o o M a m m a l
C h i c k e n
F o w l s
Z o o B i r d s
3 3
^
5 9 7 b











S o m a t i c C o l i p h a g e
6 0 . 6
2 3 . 5
4 9 . 9
7 7
9 4 . 4
9 0 . 9
9 0 . 5
7 7 . 4
3 0 . 0
7 7 0
1 0 . 0
7 4 . 2
9 2 . 9
3 0 . 0
9 2 . 0
F + C o l i p h a g e
6 . 1
2 . 3











* A d a p t e d f r o m H . C h u n g d o c t o r a l d i s s e r t a t i o n , 1 9 9 3
a H a v e l a a r e t a l . , 1 9 9 0
b O w a s a e t a l , 1 9 8 1
c F u r u s e e t a l . , 1 9 8 3
d D h i l l o n e t a l . , 1 9 7 6
I n d i c a t o r O r g a n i s m s
I n d i c a t o r o r g a n i s m s a r e u s e f u l t o o l s f o r p r e d i c t i n g
l e v e l s o f c o n t a m i n a t i o n i n a v a r i e t y o f m e d i a . T h e i r
p r e f e r r e d u s e s t e m s f r o m t h e p r o b l e m s a s s o c i a t e d w i t h d i r e c t
d e t e c t i o n a n d e n u m e r a t i o n o f p a t h o g e n i c o r g a n i s m s . M e t h o d s
f o r d e t e c t i o n o f p a t h o g e n i c m i c r o b e s i n e n v i r o n m e n t a l
2 0
s a m p l e s a r e e x p e n s i v e , t i m e - c o n s u m i n g , c o m p l i c a t e d , a n d f o r
s o m e o r g a n i s m s ( e . g . N o r w a l k v i r u s ) , u n a v a i l a b l e . T h e u s e
o f i n d i c a t o r o r g a n i s m s h a s b e e n p r o p o s e d a s a n a l t e r n a t i v e
f o r a s s e s s i n g i ) h e a l t h r i s k s f r o m f e c a l p o l l u t i o n a n d i i )
e f f e c t i v e n e s s o f s e w a g e a n d w a t e r t r e a t m e n t p r o c e s s e s . T h e
r e c o m m e n d e d o r g a n i s m s a r e g e n e r a l l y p a r t o f t h e n o r m a l f l o r a
o f t h e g a s t r o i n t e s t i n a l t r a c t o f w a r m b l o o d e d a n i m a l s , a n d
t h e r e f o r e s h o u l d b e p r e s e n t w h e n p a t h o g e n i c e n t e r i c
o r g a n i s m s a r e p r e s e n t . G o y a l ( 1 9 8 3 ) , a n d E l l i o t t a n d
C o l w e l l
, ( 1 9 8 5 ) h a v e p r o p o s e d c r i t e r i a f o r i n d i c a t o r
o r g a n i s m s ( T a b l e 4 ) .
C a n d i d a t e i n d i c a t o r s o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n i n c l u d e t h e
f o l l o w i n g b a c t e r i a : t o t a l c o l i f o r m s , f e c a l c o l i f o r m s , E .
c o l l
,
F e c a l s t r e p t o c o c c i , E n t e r o c o c c u s s p p . , C l o s t r i d i u m
p e r f r i n g e n s , B a c t e r o i d e s s p p . , a n d B i f i d o b a c t e r i u m s p p . , a s
w e l l a s s o m a t i c c o l i p h a g e s , a n d F + c o l i p h a g e s .
T h o u g h n o n e m e e t a l l t h e c r i t e r i a o f a n i d e a l
i n d i c a t o r , t o t a l a n d f e c a l c o l i f o r m b a c t e r i a h a v e b e e n
a c c e p t e d a s v e r y u s e f u l i n d i c a t o r s o f b a c t e r i a l p a t h o g e n s
s u c h a s S a l m o n e l l a s p p . ( e s p e c i a l l y S . t y p h i ) a n d S h i g e l l a
s p p . I n f a c t , t h e s e o r g a n i s m s h a v e b e e n s o w i d e l y a c c e p t e d
t h a t t h e y a r e u s e d w o r l d w i d e f o r a s s e s s i n g d r i n k i n g w a t e r .
2 1
s u r f a c e w a t e r , s h e l l f i s h a n d s h e l l f i s h h a r v e s t i n g w a t e r s ,
a n d s o m e r e c r e a t i o n a l w a t e r s f o r l e v e l s o f b a c t e r i a l
c o n t a m i n a t i o n .
T a b l e 4 . C h a r a c t e r i s t i c s o f a n i d e a l i n d i c a t o r o r g a n i s m ^
1 . A p p l i c a b l e t o a l l t y p e s o f w a t e r a n d o t h e r s a mp l e s ( i . e .
s h e l l f i s h ) .
2 P r e s e n t i n s e w a g e a n d f e c a l l y c o n t a m i n a t e d w a t e r w h e n p a t h o g e n s
a r e p r e s e n t .
3
.
N u mb e r s c o r r e l a t e w i t h a m o u n t o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n .
4 . P r e s e n t i n g r e a t e r n u m b e r s t h a n p a t h o g e n s .
5 . N o " a f t e r g r o w t h
" i n w a t e r o r o t h e r m e d i a .
6 . S u r v i v a l / p e r s i s t e n c e g r e a t e r t h a n o r a t l e a s t e q u a l t o p a t h o g e n s
i n n a t u r a l e n v i r o n m e n t s a n d t r e a t m e n t p r o c e s s e s .
7 . A b s e n t f r o m n o n - f e c a l l y c o n t a m i n a t e d w a t e r .
8 . E a s i l y d e t e c t e d a n d q u a n t i f i e d b y s i m p l e l a b t e s t s i n a s s h o r t a
t i m e a s p o s s i b l e .
9 . Co n s t a n t C h a r a c t e r i s t i c s
1 0 . H a r m l e s s t o h u m a n s a n d o t h e r a n i m a l s .
1 1 . N u m b e r s i n w a t e r a s s o c i a t e d w i t h r i s k s o f e n t e r i c i l l n e s s i n
c o n s u m e r s o f w a t e r , s h e l l f i s h , e t c .
* { m o d i f i e d f r o m G o y a l , 1 9 8 3 ; E l l i o t t a n d C o l w e l l , 1 9 8 5 )
•
T h o u g h t h e s e o r g a n i s m s s e e m t o b e r e l i a b l e i n d i c a t o r s
o f p a t h o g e n i c b a c t e r i a l c o n t a m i n a t i o n , t h e y h a v e b e e n s h o w n
t o n o t r e l i a b l y p r e d i c t l e v e l s o f v i r a l c o n t a m i n a t i o n
( M a r z o u k e t a l . , 1 9 8 0 ; G e l d e n h u y s a n d P r e t o r i u s , 1 9 8 9 ;
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P a y m e n t e t a l . , 1 9 8 5 ; K e s w i c k e t a l . , 1 9 8 4 ; D e e t z e t a l .
1 9 8 4 ) . V i r u s e s a r e m o r e r e s i s t a n t t o t r e a t m e n t p r o c e s s e s
( e s p e c i a l l y d i s i n f e c t i o n ) a n d n a t u r a l e n v i r o n m e n t a l
i n a c t i v a t i o n t h a n a r e t h e t o t a l a n d f e c a l c o l i f o r m s a n d h a v e
b e e n i s o l a t e d f r o m w a t e r m e e t i n g f e c a l c o l i f o r m s t a n d a r d s .
A d v a n t a g e s a n d d i s a d v a n t a g e s o f e a c h g r o u p o f c a n d i d a t e
i n d i c a t o r s a r e p r e s e n t e d b e l o w :
T o t a l c o l i f o r m s
M a m m a l i a n l a r g e i n t e s t i n e s c o n t a i n l a r g e n u m b e r s ( 1 b i l l i o n
p e r g r a m f e c e s ) o f c o l i f o r m b a c t e r i a . T h e t o t a l c o l i f o r m
g r o u p i n c l u d e s s p e c i e s o f t h e g e n e r a E s c h e r i c h i a ,
E n t e r o b a c t e r , K l e b s i e l l a , C i t r o b a c t e r a n d S e r r a t i a . T h e
t o t a l c o l i f o r m s a r e u s e d a s s t a n d a r d s f o r d r i n k i n g , b a t h i n g ,
a n d s h e l l f i s h h a r v e s t i n g w a t e r s . T h e y c a n b e u s e f u l
i n d i c a t o r s o f b a c t e r i a l c o n t a m i n a t i o n t h o u g h a r e n o t
r e p r e s e n t a t i v e o f v i r a l c o n t a m i n a t i o n . C o l i f o r m s h a v e a l s o
b e e n s h o w n t o h a v e e n v i r o n m e n t a l s o u r c e s o t h e r t h a n f e c a l
c o n t a m i n a t i o n a n d a r e t h u s n o t c o n s i d e r e d f e c e s - s p e c i f i c .
F e c a l c o l i f o r m s
F e c a l o r " t h e r m o t o l e r a n t
"
c o l i f o r m s a r e c o l i f o r m b a c t e r i a
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t h a t c a n s u r v i v e a n d g r o w a t e l e v a t e d t e m p e r a t u r e s .
T y p i c a l l y , l a b o r a t o r y c u l t u r e s a r e i n c u b a t e d a t 4 4 . 5
°
C .




, p r e s u m a b l y
b e c a u s e t h e y a r e b e t t e r a d a p t e d t o m a m m a l i a n b o d y




t h a n a m b i e n t e n v i r o n m e n t a l t e m p e r a t u r e s
( t y p i c a l l y < 3 5
°
C i n t e m p e r a t e c l i m a t e s ) . T h o u g h t h e y a r e
m o r e f e c e s - s p e c i f i c t h a n t h e t o t a l c o l i f o r m s , t h e r e a r e
s t i l l e n v i r o n m e n t a l s o u r c e s f o r m a n y o f t h e s e o r g a n i s m s . I n
a d d i t i o n , b e c a u s e t h e y a r e b a c t e r i a , t h e y a r e n o t p r e d i c t i v e
o f l e v e l s o f v i r a l c o n t a m i n a t i o n .
E s c h e r i c h i a c o l i
T h e s p e c i e s E . c o l i h a s b e e n p r o p o s e d a s a n i n d i c a t o r o f
f e c a l c o n t a m i n a t i o n b e c a u s e i t i s b o t h t h e r m o t o l e r a n t ( a
f e c a l c o l i f o r m ) a n d a l s o m o r e s p e c i f i c t o m a m m a l i a n
i n t e s t i n e s . H o w e v e r , E . c o l i i s n o t p r e d i c t i v e o f v i r a l
p a t h o g e n n u m b e r s a n d m a y o c c u r n a t u r a l l y i n t r o p i c a l w a t e r s .
F e c a l s t r e p t o c o c c i
F e c a l s t r e p t o c o c c i a r e n a t u r a l i n h a b i t a n t s o f t h e
g a s t r o i n t e s t i n a l t r a c t a n d a r e f e c a l l y e x c r e t e d . T h e f e c a l
s t r e p t o c o c c i c o n s i s t o f t h e s o
- c a l l e d L a n c e f i e l d g r o u p D
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s t r e p t o c o c c i a n d s e v e r a l o t h e r s t r e p t o c o c a l s p e c i e s . T h e s e
o r g a n i s m s a r e r e l a t i v e l y f a s t i d i o u s b e c a u s e t h e y h a v e l o s t
t h e a b i l i t y t o s y n t h e s i z e m a n y e s s e n t i a l n u t r i e n t s ; t h u s
g r o w t h i n t h e l a b o r a t o r y r e q u i r e s e n r i c h e d m e d i a . D e t e c t i o n
o f f e c a l s t r e p t o c o c c i i n s a m p l e s d o e s n o t n e c e s s a r i l y p r o v e
f e c a l c o n t a m i n a t i o n b e c a u s e t h e y a r e n o t f e c e s
- s p e c i f i c , a n d
t h e y d o n o t r e l i a b l y r e p r e s e n t l e v e l s o f v i r a l
c o n t a m i n a t i o n .
E n t e r o c o c c i
T h e e n t e r o c o c c i a r e a s u b - s e t o f t h e f e c a l s t r e p t o c o c c i a n d
i n c l u d e p r i m a r i l y S t r e p t o c o c c u s f a e c a l i s a n d S t r e p t o c o c c u s
f a e c i u m . T h e s e b a c t e r i a a r e a l s o f a s t i d i o u s a n d a r e m o r e
f e c e s - s p e c i f i c t h a n f e c a l s t r e p t o c o c c i . D e t e c t i o n a n d
e n u m e r a t i o n o f e n t e r o c o c c i w a s t r o u b l e s o m e b e c a u s e s o m e
s t a n d a r d m e d i a f o r f e c a l s t r e p t o c o c c i d e t e c t e d s o m e b a c t e r i a
o f n o n - f e c a l o r i g i n a n d o t h e r b a c t e r i a l e s s l i k e l y t o b e o f
h u m a n o r i g i n . D e v e l o p m e n t o f m E a g a r ( m e m b r a n e f i l t e r
e s c u l i n b a s e d m e d i u m ) h a s g r e a t l y i m p r o v e d t h e a b i l i t y t o
d e t e c t e n t e r o c o c c i . W h i l e t h e e n t e r o c o c c i d e t e c t e d o n m E
m e d i u m a r e p r i m a r i l y o f f e c a l o r i g i n , a g a i n t h e s e o r g a n i s m s
a r e n o t g o o d i n d i c a t o r s o f v i r a l p a t h o g e n s .
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C l o s t r i d i u m p e r f r i n a e n s
C . p e r f r i n g e n s a n d s e v e r a l o t h e r s p e c i e s o f C l o s t r i d i a a r e
p a r t o f t h e n o r m a l a n a e r o b i c b a c t e r i a l f l o r a o f t h e
i n t e s t i n a l t r a c t . T h e s e o r g a n i s m s p r o d u c e v e r y r e s i s t a n t
s p o r e s , p o s s i b l y t o o r e s i s t a n t t o b e r e a l i s t i c i n d i c a t o r s o f
b a c t e r i a l a n d v i r a l p a t h o g e n s . B e c a u s e o f t h e i r s p o r e
-
f o r m i n g a b i l i t y , t h e y a r e c u r r e n t l y b e i n g e x a m i n e d a s
p o s s i b l e i n d i c a t o r s o f p r o t o z o a n c y s t s a n d h e l m i n t h e o v a .
B a c t e r o i d e s s p p . a n d B i f i d o b a c t e r i a s p p .
T h e s e a n a e r o b i c b a c t e r i a a r e c o m m o n i n h u m a n a n d o t h e r
m a m m a l i a n g a s t r o i n t e s t i n a l t r a c t s . T h o u g h t h e y a r e f e c e s
-
s p e c i f i c , t h e y d o n o t s u r v i v e w e l l i n t h e e n v i r o n m e n t a n d
t h e m e t h o d s f o r t h e i r d e t e c t i o n a n d q u a n t i f i c a t i o n a r e
p o o r l y d e v e l o p e d .
C o l i p h a g e s
C o l i p h a g e s a r e v i r u s e s i n f e c t i n g E . c o l i a n d p e r h a p s o t h e r
c o l i f o r m s . M a n y s t u d i e s h a v e b e e n c o n d u c t e d i n t h e l a s t
q u a r t e r c e n t u r y t o d e t e r m i n e t h e a b i l i t y o f c o l i p h a g e s t o
p r e d i c t i ) f e c a l c o n t a m i n a t i o n , i i ) v i r a l c o n t a m i n a t i o n , a n d
i i i ) b a c t e r i a l c o n t a m i n a t i o n . T h e y h a v e b e e n f o u n d t o b e
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m o r e p r e d i c t i v e o f v i r a l c o n t a m i n a t i o n t h a n a n y o f t h e
b a c t e r i a l i n d i c a t o r s
,
b u t n o t g o o d i n d i c a t o r s o f b a c t e r i a l
p a t h o g e n s . T h e y a l s o m a y n o t b e f e c e s - s p e c i f i c . T h i s i s
b e c a u s e t h e c o l i p h a g e s c o m p r i s e s e v e r a l t a x o n o m i c g r o u p s o f
b a c t e r i o p h a g e s a n d t h e i r h o s t r a n g e m a y i n c l u d e c o l i f o r m
s p e c i e s n o t s p e c i f i c t o f e c a l c o n t a m i n a t i o n ,
M a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e s
H o s t b a c t e r i a o f F + c o l i p h a g e s m u s t p o s s e s s p i l i , c o d e d o n
t h e F o r s e x p l a s m i d . T h i s p l a s m i d i s f o u n d p r i m a r i l y i n E .
c o l l . D e t e c t i o n o f F + p h a g e s i s e a s y a n d r a p i d , a n d f u r t h e r
c h a r a c t e r i z a t i o n o f F + c o l i p h a g e s m a y d e t e r m i n e i f t h e
s o u r c e o f p o l l u t i o n i s f r o m h u m a n o r a n i m a l s o u r c e s . T h i s
i s b e c a u s e t w o o f t h e f o u r F + R N A c o l i p h a g e g r o u p s a r e
e x c r e t e d p r i m a r i l y b y h u m a n s a n d t h e o t h e r t w o p r i m a r i l y b y
a n i m a l s .
O c c u r r e n c e o f E n t e r i c V i r u s e s i n t h e E s t u a r i n e E n v i r o n m e n t
A s c o a s t a l a r e a s c o n t i n u e t o r i s e i n p o p u l a t i o n a n d
r e c r e a t i o n a l u s e , i n c r e a s e s i n s e w a g e w a s t e d i s c h a r g e s w i l l
a c c o m p a n y t h i s g r o w t h . C o a s t a l p o p u l a t i o n s t y p i c a l l y
r e l e a s e t h e i r s e w a g e t r e a t m e n t p l a n t e f f l u e n t s a n d s l u d g e s .
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s e p t i c w a s t e , l a n d r u n
- o f f
,
a n d b o a t w a s t e d i s c h a r g e s t o
e s t u a r i n e e n v i r o n m e n t s . B e c a u s e e v e n t r e a t e d s e w a g e
e f f l u e n t s c a n c o n t a i n e n t e r i c v i r u s e s a t c o n c e n t r a t i o n s o f
m o r e t h a n 5 0 P F U p e r l i t e r , t h e r e e x i s t s a s e r i o u s p o t e n t i a l
f o r p a t h o g e n i c v i r a l c o n t a m i n a t i o n o f e s t u a r i e s , c o a s t a l
w a t e r s a n d t h e i r s h e l l f i s h ( S e e f i g u r e 2 ) .
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F i g u r e 2 . F a t e o f V i r u s e s i n C o a s t a l S y s t e m s
*
S e w a g e o u t f a l l
V i r u s a s s o c i a t i o n w i t h s u s p e n d e d
s o l i d s ( a c t s t o p r o l o n g v i r u s s u r v i v a l )
R e s u s p e n s i o n b y r a i n
w a v e a c t i o n , t i d e s
,
d r e d g i n g , e t c
A c c u m u l a t i o n i n s e d i n n e n t s
(v i r u s e s o c c u r I n h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s
i n s e d im e n t t h a n t h e o v e r l a y i n g w a t e r )
^ ^ = ^ ^
A e r o s o l i z a t l o n
b y b r e a k i n g w a v e s
A c c u m u l a t io n
b y s h e l l f i s h
d u r i n g f e e d i n g
U p t a k e b y C r u s t a c e a
a n d b o t t o m f e e d i n g f i s h
* F r o m M e l n i c k , J . L a n d G e r b a , C . P . 1 9 8 0
T h e r e h a v e b e e n a n u mb e r o f s t u d i e s a n a l y z i n g
o c c u r r e n c e o f v i r u s e s i n s e a w a t e r , s e d i m e n t s , a n d s h e l l f i s h .
I n t h e U . S . , t h r e e i n v e s t i g a t i o n s o f A t l a n t i c a n d G u l f c o a s t
w a t e r s f o u n d t h a t 6 5 % , 6 7 % , a n d 1 0 0 % o f m a r i n e / e s t u a r i n e
w a t e r s t e s t e d w e r e p o s i t i v e f o r e n t e r o v i r u s e s , w i t h
c o n c e n t r a t i o n s r a n g i n g f r o m 0 . 5 t o 8 . 0 P F U / L ( R a o a n d
M e l n i c k , 1 9 8 6 ) . A n a l y s i s o f v i r u s c o n c e n t r a t i o n s i n
e s t u a r i n e s e d i m e n t s b y G e r b a e t a l . i n 1 9 7 9 , a n d G e r b a e t
a l . i n 1 9 7 7 s h o w c o n c e n t r a t i o n s o f v i r u s e s t o b e 1 0 t o
1 0 , 0 0 0 f o l d h i g h e r i n s e d i m e n t s t h a n i n o v e r l y i n g w a t e r s .
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T h i s i s b e c a u s e v i r u s e s p r e c i p i t a t e i n s e d i m e n t f r o m t h e
w a t e r c o l u m n i n a s s o c i a t i o n w i t h p a r t i c l e s . O n c e a s s o c i a t e d
w i t h p a r t i c l e s o r i n s e d i m e n t s , t h e y a r e v e r y p e r s i s t e n t .
T h e n a t u r a l f i l t e r f e e d i n g m e c h a n i s m s o f s h e l l f i s h c a n
l e a d t o r a p i d a c c u m u l a t i o n a n d c o n c e n t r a t i o n o f v i r u s e s i n
t h e s h e l l f i s h m e a t , w i t h e a c h a n i m a l f i l t e r i n g f r o m 4 t o 2 0 L
o f w a t e r p e r h o u r . A v a r i e t y o f f a c t o r s i n f l u e n c e t h e
s u r v i v a l o f e n t e r i c m i c r o b e s i n t h e e n v i r o n m e n t i n c l u d i n g :
t e m p e r a t u r e , p H , l i g h t a n d s o l a r r a d i a t i o n , d i s s o l v e d
o r g a n i c m a t t e r i n w a t e r , p a r t i c u l a t e s , a n d n a t u r a l m i c r o b i a l
a c t i v i t y . I n g e n e r a l , v i r u s s u r v i v a l i s b e t t e r a t l o w e r
t e m p e r a t u r e s , n e a r n e u t r a l p H (p H 5 - 9 ) , i n t h e a b s e n c e o f
l i g h t , i n t h e p r e s e n c e o f n a t u r a l o r g a n i c m a t t e r , i n
a s s o c i a t i o n w i t h p a r t i c l e s a n d i n t h e a b s e n c e o f m i c r o b i a l
a c t i v i t y .
T e m p e r a t u r e
T e m p e r a t u r e i s p r o b a b l y t h e m o s t i m p o r t a n t f a c t o r
i n f l u e n c i n g m i c r o b i a l p e r s i s t e n c e i n t h e e n v i r o n m e n t . M o s t
m i c r o b e s s u r v i v e b e t t e r a t l o w e r t e m p e r a t u r e s a n d a r e
i n a c t i v a t e d a t h i g h e r r a t e s a s t e m p e r a t u r e i n c r e a s e s . C h u n g
a n d S o b s e y ( 1 9 9 3 ) f o u n d s u r v i v a l r a t e s o f e n t e r i c v i r u s e s
3 0
( p o l i o v i r u s , r o t a v i r u s , a n d H A V ) a t 2 5
°
C d i f f e r e d
s i g n i f i c a n t l y f r o m t h o s e a t 5
°
C . I n 2 5
°
C s e a w a t e r
, g r e a t e r





l o g r e d u c t i o n f o r H A V w a s n o t r e a c h e d e v e n a f t e r 6 0 d a y s .
S i m i l a r l y , L o e t a l . ( 1 9 7 6 ) s t u d i e d t h e e f f e c t s o f
t e m p e r a t u r e a n d s a l i n i t y o n e n t e r i c v i r u s s u r v i v a l i n
e s t u a r i n e a n d m a r i n e w a t e r s . T h e y f o u n d t h a t t e m p e r a t u r e
w a s s i g n i f i c a n t l y c o r r e l a t e d w i t h d e c a y r a t e s , a n d t h a t
d e c a y r a t e s i n c r e a s e d w i t h i n c r e a s i n g t e m p e r a t u r e .
p H
N e u t r a l p H ( 5 t o 9 ) t e n d s t o b e t h e m o s t s u i t a b l e f o r
e n t e r i c m i c r o b e s u r v i v a l , t h o u g h m a n y e n t e r i c v i r u s e s ( H A V
a n d e n t e r o v i r u s e s ) c a n e n d u r e v e r y a c i d i c c o n d i t i o n s l i k e
t h o s e p r e s e n t i n t h e s t o m a c h . B e r g e t a l . ( 1 9 8 8 ) f o u n d t h a t
l a r g e n u m b e r s o f e n t e r o v i r u s e s i n s l u d g e s c o u l d s u r v i v e a t
p H 3 . 5 .
L i g h t a n d s o l a r r a d i a t i o n
S i n c e n u c l e i c a c i d i s d a m a g e d b y U V l i g h t , d i r e c t e x p o s u r e
t o s u n l i g h t c a n b e h a r m f u l t o m i c r o b e s . O r g a n i c m a t e r i a l s
s u c h a s l i g n i n s , f u l v i c a c i d s , a n d h u m i c s p r e s e n t i n
3 1
e s t u a r i n e w a t e r s c a n a b s o r b U V l i g h t , t h e r e b y p r o t e c t i n g
m i c r o b e s f r o m i n a c t i v a t i o n . S e n s i t i v i t y t o U V l i g h t v a r i e s
w i t h m i c r o b e t y p e . G e n e r a l l y v e g e t a t i v e b a c t e r i a a r e t h e
m o s t s e n s i t i v e t o i n a c t i v a t i o n , v i r u s e s a r e s o m e w h a t l e s s
s e n s i t i v e , a n d b a c t e r i a l s p o r e s , p r o t o z o a n c y s t s , a n d
h e l m i n t h o v a a r e t h e m o s t r e s i s t a n t t o U V i n a c t i v a t i o n .
D i s s o l v e d o r g a n i c m a t t e r
D i f f e r e n t t y p e s o f d i s s o l v e d o r g a n i c m a t t e r h a v e v a r y i n g
e f f e c t s o n m i c r o b e s . P r o t e o l y t i c e n z y m e s c a n c o n t r i b u t e t o
m i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n a n d b r e a k d o w n . H o w e v e r , s o m e n a t u r a l
o r g a n i c m a t e r i a l c a n b e p r o t e c t i v e a g a i n s t U V r a d i a t i o n a n d
o t h e r a n t i v i r a l a c t i v i t i e s s u c h a s c h e m i c a l o x i d a t i o n
( a b o v e ) .
P a r t i c u l a t e s ( T u r b i d i t y )
M i c r o b e s r e a d i l y a d s o r b t o p a r t i c u l a t e m a t t e r a n d c a n b e
p r o t e c t e d t h e n f r o m UV l i g h t , c h e m i c a l t r e a t m e n t , a n d
v i r u c i d a l c o m p o u n d s a n d a c t i v i t i e s . R a o e t a l . ( 1 9 8 4 ) f o u n d
t h a t w h e n p o l i o v i r u s a n d r o t a v i r u s w e r e a s s o c i a t e d w i t h
s o l i d s i n s e a w a t e r , t h e y w e r e i n f e c t i o u s a f t e r 1 9 d a y s .
W h e n s u s p e n d e d i n s e a w a t e r a l o n e , t h e v i r u s e s w e r e
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i n f e c t i o u s f o r o n l y 9 d a y s . T h o u g h m o s t p a r t i c u l a t e s a r e
p r o t e c t i v e , s o m e i n o r g a n i c s o l i d s s u c h a s a l u m i n u m a n d o t h e r
h e a v y m e t a l p a r t i c u l a t e s m a y b e a n t a g o n i s t i c t o m i c r o b e s .
N a t u r a l a n t i - v i r a l a c t i v i t y
A n t i - v i r a l a c t i v i t y i n s e a w a t e r h a s b e e n s h o w n t o c o n t r i b u t e
t o e n t e r i c m i c r o b e d i e - o f f . F u j i o k a e t a l . ( 1 9 8 0 ) f o u n d
t h a t t h e s t a b i l i t y o f h u m a n e n t e r o v i r u s e s i n s e a w a t e r w a s
r e l a t e d t o v i r u s - i n a c t i v a t i n g m i c r o o r g a n i s m s .
F u r t h e r m o r e , t h e a n t i v i r a l a c t i v i t y w a s l o s t w h e n s e a w a t e r
s a m p l e s w e r e b o i l e d o r f i l t e r e d t h r o u g h 0 . 2 2 o r 0 . 4 5 m i c r o n
f i l t e r s ( K . C a l l a h a n , 1 9 9 4 , M a s t e r
'
s t e c h n i c a l r e p o r t ) .
O b j e c t i v e s
D e s p i t e w h a t i s k n o w n a b o u t c a n d i d a t e f e c a l i n d i c a t o r
o r g a n i s m s a n d i n p a r t i c u l a r m a l e s p e c i f i c a n d s o m a t i c
c o l i p h a g e s , t h e r e i s a n e e d f o r b e t t e r i n f o r m a t i o n r e g a r d i n g
t h e b e h a v i o r o f t h e s e o r g a n i s m s i n e s t u a r i n e s y s t e m s a n d
s h e l l f i s h . T h e p u r p o s e o f t h i s s t u d y i s t o a s s e s s t h e
a b i l i t y o f m a l e s p e c i f i c a n d s o m a t i c c o l i p h a g e s t o b e
r e l i a b l e i n d i c a t o r s o f f e c a l p o l l u t i o n i n s h e l l f i s h a n d
t h e i r h a r v e s t w a t e r s .
C h a p t e r I I I .
M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
S a m p l i n g S i t e s a n d C o l l e c t i o n F r e q u e n c y
S i x w e l l c h a r a c t e r i z e d e s t u a r i n e f i e l d s i t e s i n N o r t h
C a r o l i n a c o a s t a l w a t e r s w e r e s a m p l e d q u a r t e r l y f o r a p e r i o d
o f t w o y e a r s ( J u l y 1 9 9 4 - M a y 1 9 9 6 ) . S i t e s i n c l u d e d : G o o s e
C r e e k
,
C a l i c o C r e e k
,
F o s t e r ' s B a y , N o r t h R i v e r , J u m p i n g R u n
C r e e k , a n d T a y l o r
'
s C r e e k ( s e e m a p A p p e n d i x I ) . W i t h i n e a c h
s i t e , s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d f r o m a r e a s d e s i g n a t e d b y t h e
N o r t h C a r o l i n a s h e l l f i s h s a n i t a t i o n l a b o r a t o r y a s e i t h e r
c l o s e d , t r a n s i t i o n a l , o r o p e n t o s h e l l f i s h h a r v e s t i n g .
T h e s e c l a s s i f i c a t i o n s w e r e a s s i g n e d o n t h e b a s i s o f e i t h e r
t o t a l o r f e c a l c o l i f o r m l e v e l s i n g r o w i n g w a t e r s w h i c h w e r e
t e s t e d a t l e a s t s i x t i m e s p e r y e a r . T o t a l c o l i f o r m l e v e l s
o f 7 0 p e r 1 0 0 m l o r f e c a l c o l i f o r m l e v e l s o f 1 4 p e r 1 0 0 m l
(b y t h e M P N m e t h o d ) w a r r a n t e d c l o s u r e t o s h e l l f i s h
h a r v e s t i n g . C l o s e d s i t e s ( i l l e g a l t o h a r v e s t s h e l l f i s h )
w e r e a r e a s d i r e c t l y i m p a c t e d b y t h e s o u r c e o f f e c a l
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p o l l u t i o n , t r a n s i t i o n a l s i t e s w e r e a r e a s o n t h e b o r d e r
b e t w e e n l e g a l a n d i l l e g a l h a r v e s t i n g a r e a s , a n d o p e n s i t e s
( l e g a l t o h a r v e s t i n g ) w e r e p r e s u m a b l y n o t i m p a c t e d b y t h e
p o l l u t i o n s o u r c e .
T h r e e f i e l d s i t e s , T a y l o r
'
s C r e e k
,
F o s t e r ' s B a y , a n d
C a l i c o C r e e k w e r e i m p a c t e d b y p o i n t
- s o u r c e f e c a l p o l l u t i o n
( m u n i c i p a l s e w a g e p l a n t d i s c h a r g e s ) . T h e r e m a i n i n g t h r e e .
N o r t h R i v e r , J u m p i n g R u n C r e e k , a n d G o o s e C r e e k w e r e
i m p a c t e d b y n o n
- p o i n t s o u r c e p o l l u t i o n ( h u m a n w a s t e
d i s c h a r g e s f r o m s e p t i c t a n k s o i l a d s o r p t i o n s y s t e m s , l a n d
r u n - o f f , a n i m a l f a r m w a s t e , e t c . )
S a mp l e s C o l l e c t e d
A s e p t i c g r a b s a m p l e s o f s u b s u r f a c e w a t e r w e r e c o l l e c t e d
i n s t e r i l e c o n t a i n e r s . C l a m s a n d o y s t e r s w e r e c o l l e c t e d b y
m a n u a l r a k i n g . A l l s a m p l e s w e r e k e p t c h i l l e d a n d w e r e
p r o c e s s e d w i t h i n t w e n t y
- f o u r h o u r s o f c o l l e c t i o n . A l l
s a m p l e s w e r e a n a l y z e d f o r l e v e l s o f F + c o l i p h a g e s , s o m a t i c
S a l m o n e l l a p h a g e s , a n d s o m a t i c c o l i p h a g e s .
H a r v e s t W a t e r P r o c e s s i n g
B a c t e r i o p h a g e s w e r e c o n c e n t r a t e d f r o m 5 0 0 m l o f
- m
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s h e l l f i s h h a r v e s t i n g w a t e r s b y f i l t r a t i o n t h r o u g h 0 . 4 5
m i c r o m e t e r p o r e s i z e , p o s i t i v e l y c h a r g e d , M i l i p o r e t y p e H A
f i l t e r s . A d d i t i o n o f M g C l j t o 0 . 0 5 M c o n c e n t r a t i o n b e f o r e
f i l t r a t i o n f a c i l i t a t e d p h a g e a d s o r p t i o n t o t h e n e g a t i v e l y
c h a r g e d f i l t e r s . T h e w a t e r a n d Mg C l j w e r e t h e n m i x e d a n d
f i l t e r e d s l o w l y ( < 1 0 m l / m i n u t e ) , f o l l o w e d b y e l u t i o n w i t h
1 0 m l o f 3 % b e e f e x t r a c t a t p H 9 . 5 t o e l u t e t h e p h a g e s f r o m
t h e f i l t e r .
S h e l l f i s h P r e p a r a t i o n
S h e l l f i s h w e r e r i n s e d a n d s c r u b b e d t o r e m o v e a n y
s u r f a c i a l m u d o r o t h e r m a t e r i a l p r e s e n t . S h e l l s w e r e o p e n e d
a n d 2 0 - 4 0 g o f t h e m e a t a n d l i q u o r c o l l e c t e d a n d b l e n d e d f o r
2 m i n u t e s a t l o w s p e e d a n d 2 m i n u t e s a t h i g h s p e e d i n a
S o r v a l l O m n i m i x e r . H o m o g e n a t e s w e r e d i l u t e d 1 : 1 w i t h
n u t r i e n t b r o t h a t p H 9 . 5 a n d c e n t r i f u g e d a t S O OO x g f o r 1 5
m i n u t e s . T h e r e s u l t i n g s u p e r n a t a n t w a s r e c o v e r e d a n d
a s s a y e d f o r p h a g e s .
A s s a y i n g f o r P h a g e
8 0 % o f f i l t e r e l u a t e s a n d s h e l l f i s h h o m o g e n a t e
s u p e r n a t a n t s w e r e a s s a y e d b y d o u b l e a g a r l a y e r ( D A L )
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t e c h n i q u e o n h o s t b a c t e r i u m S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m WG 4 9 t o
d e t e r m i n e l e v e l s o f F + c o l i p h a g e s a n d s o m a t i c S a l m o n e l l a
p h a g e s . T h e r e m a i n i n g 2 0 % o f f i l t e r e l u a t e s a n d s h e l l f i s h
s u p e r n a t a n t s w e r e a s s a y e d b y D A L o n h o s t b a c t e r i u m E . c o l l C
t o d e t e r m i n e s o m a t i c c o l i p h a g e l e v e l s . C u l t u r e s w e r e
i n c u b a t e d o v e r n i g h t a t 3 7
°
C a n d t h e P F U d e t e r m i n e d . WG 4 9
p h a g e p l a q u e m o r p h o l o g i e s a n d s i z e s w e r e r e c o r d e d a n d 2 0
p h a g e s p e r s t a t i o n t y p e a n d s a m p l e t y p e ( m a x i m u m 1 8 0 p e r
f i e l d s i t e s a m p l i n g t r i p ) w e r e t r a n s f e r r e d b y a s p i r a t i n g
w i t h a m i c r o p i p e t t e a n d s u s p e n d i n g i n 0 . 2 5 m l o f p h o s p h a t e
b u f f e r e d s a l i n e / 2 0 % g l y c e r o l . P h a g e i s o l a t e s w e r e s t o r e d
a t - 2 0
°
C t o a w a i t f u r t h e r c h a r a c t e r i z a t i o n .
C h a r a c t e r i z a t i o n o f W G 4 9 P h a g e I s o l a t e s b y R N A s e T e s t a n d
C r o s s p l a t i n g
T h e s t o r e d p h a g e s w e r e f u r t h e r c h a r a c t e r i z e d b y R N A s e
t e s t i n g , c r o s s p l a t i n g a n d s e r o t y p i n g . R N A s e t e s t i n g
c o n s i s t e d o f r e - p l a t i n g 8 m i c r o l i t e r s o f e a c h p h a g e i s o l a t e
o n l a w n s o f h o s t b a c t e r i u m S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m WG 4 9 w i t h
a n d w i t h o u t t h e p r e s e n c e o f R N A s e ( f i n a l c o n c e n t r a t i o n 0 . 1
m g / m l ) . I s o l a t e s w h i c h p r o d u c e d l y s i s o f b a c t e r i a o n p l a t e s
w i t h o u t R N A s e b u t d i d n o t p r o d u c e l y s i s o n p l a t e s w i t h R N A s e
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i n d i c a t e d t h a t t h e i s o l a t e w a s a n R N A p h a g e .
T o d e t e r m i n e i f t h e i s o l a t e i n f e c t e d t h e b a c t e r i u m
t h r o u g h t h e p i l u s ( F + ) o r t h r o u g h t h e b a c t e r i a l c e l l w a l l
( s o m a t i c ) , 8 m i c r o l i t e r s o f p h a g e w e r e c r o s s p l a t e d o n e a c h
o f t h r e e h o s t s : E . c o l i s t r a i n F - a m p { F + ) , E . c o l l s t r a i n
C 3 0 0 0 ( F + ) , a n d S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m WG 4 5 ( s o m a t i c ) .
P h a g e t h a t l y s e d b a c t e r i a o n S . t y p h i m u r i u m WG 4 5 b u t n o t o n
E . c o l i F - a m p o r C 3 0 0 0 w e r e c o n s i d e r e d s o m a t i c S a l m o n e l l a
p h a g e s . P h a g e t h a t l y s e d b a c t e r i a o n E . c o l i F
- a m p a n d
C 3 0 0 0 b u t n o t o n S . t y p h i m u r i u m W G 4 5 w e r e d e t e r m i n e d t o b e
F + c o l i p h a g e s .
T y p i n g o f F + R N A C o l i p h a g e b y S e r o t y p i n g
S e r o t y p i n g o f F + R N A c o l i p h a g e s w a s u s e d t o c l a s s i f y
t h e m a s e i t h e r f r o m h u m a n o r a n i m a l f e c a l s o u r c e s . E i g h t
m i c r o l i t e r s o f t h e u n d i l u t e d , t e n - f o l d a n d , i f n e c e s s a r y ,
o n e h u n d r e d - f o l d d i l u t i o n o f e a c h i s o l a t e w e r e p l a t e d o n
l a w n s o f S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 b a c t e r i a c o n t a i n i n g
n e u t r a l i z i n g s e r u m a n t i b o d i e s a g a i n s t 1 o f t h e 4 g r o u p s o f
F + R N A c o l i p h a g e s ( G r o u p I : M S - 2 , G r o u p I I : G A , G r o u p I I I :
QB , G r o u p I V : S P , G r o u p I V a : F I ) . A n t i s e r a w e r e u s e d a t




w h i c h a c h i e v e d > 9 9 . 9 9 %
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p l a q u e r e d u c t i o n o f p r o t o t y p e p o s i t i v e c o n t r o l p h a g e s o f
e a c h s e r o t y p e . P l a t e s w e r e t h e n i n c u b a t e d a t 3 7
°
C
o v e r n i g h t . L y s i s o n 4 o f 5 p l a t e s i n d i c a t e d t h a t t h e s e r u m
a n t i b o d i e s f r o m t h e u n l y s e d p l a t e h a d c o a t e d t h e p h a g e s ,
t h e r e b y n e u t r a l i z i n g t h e p h a g e s a n d i n h i b i t i n g l y s i s .
P h a g e s w e r e t h e n c o n s i d e r e d t o b e f r o m t h e g r o u p w h i c h
p r o d u c e d i n h i b i t i o n o f l y s i s .
G e n o t y p i n g
G e n o t y p i n g o f F + R N A p h a g e s w a s c o m p l e t e d i f t y p e c o u l d
n o t b e d e t e r m i n e d c o n c l u s i v e l y b y s e r u m n e u t r a l i z a t i o n .
E i g h t m i c r o l i t e r s o f e a c h p h a g e w e r e s p o t
-
p l a t e d o n h o s t
b a c t e r i a S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 a n d t h e p l a t e s i n c u b a t e d
o v e r n i g h t a t 3 7
°
C . T h e p h a g e w e r e t r a n s f e r r e d f r o m t h e
z o n e s o f l y s i s t o n y l o n m e m b r a n e s ( l y s i s z o n e
" l i f t s " ) . T h e
n u c l e i c a c i d s w e r e r e l e a s e d a n d d e n a t u r e d b y s a t u r a t i n g i n
4 . 6 M f o r m a l d e h y d e a n d 7 . 5 X S S C ( s e e A p p e n d i x 2 f o r r e c i p e s )
a t 1 0 0
°
C f o r 5 m i n u t e s , a n d t h e n b o n d e d t o t h e m e m b r a n e s b y
e x p o s i n g t o l o n g
- w a v e U V l i g h t f o r 5 m i n u t e s . T h e m e m b r a n e s
w e r e t h e n d r i e d i n a v a c u u m o v e n a t 8 0
°
C f o r 1 5 m i n u t e s .
M e m b r a n e s w e r e t h e n p r e p a r e d f o r h y b r i d i z a t i o n w i t h t h e
o l i g o n u c l e o t i d e p r o b e s . T h e m e m b r a n e s w e r e w a s h e d i n a
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p r e h y b r i d i z a t i o n s o l u t i o n c o n t a i n i n g : 6 X S S C , 5 X D e n h a r d t
' s
s o l u t i o n , 1 6 m M T r i s - H C l b u f f e r ( p H 8 . 3 ) , 0 . 1 % S D S , a n d 7 5
m i c r o g r a m s / m l s a l m o n s p e r m D N A . T h e s a l m o n s p e r m D N A w a s
d e n a t u r e d b y b o i l i n g t h e s o l u t i o n f o r 5 m i n u t e s a n d c o o l i n g
o n i c e i m m e d i a t e l y . A f t e r 2 h o u r s o f i n c u b a t i o n a t 4 5
°
C ,
t h e p r e h y b r i d i z a t i o n s o l u t i o n w a s d i s c a r d e d a n d r e p l a c e d
w i t h f r e s h p r e h y b r i d i z a t i o n s o l u t i o n c o n t a i n i n g 1
m i c r o l i t e r / m l o f t h e a p p r o p r i a t e o l i g o n u c l e o t i d e p r o b e . T h e
m e m b r a n e s w e r e t h e n i n c u b a t e d a t 4 5
°
C o v e r n i g h t .
I m m u n o l o g i c a l d e t e c t i o n o f h y b r i d s w a s a c h i e v e d b y t h e
f o l l o w i n g s t e p s : w a s h i n g t h e m e m b r a n e s t w i c e i n 6 X S S C / O . 1 %




w a s h i n g i n B u f f e r I f o r 1
m i n u t e , 3 0 m i n u t e w a s h i n B u f f e r I I f o r 3 0 m i n u t e s , 3 0
m i n u t e w a s h i n B u f f e r I I w i t h 1 m i c r o l i t e r / 5 m l A b - c o n j u g a t e ,
t w o 1 5 m i n u t e w a s h e s i n B u f f e r I , 2 m i n u t e w a s h i n B u f f e r
I I I
,
a n d a n 8 - 1 2 h o u r w a s h i n t h e d a r k i n B u f f e r I I I
c o n t a i n i n g 4 5 m i c r o l i t e r s o f N B T s o l u t i o n a n d 3 5 m i c r o l i t e r s
o f X - P h o s p h a t e s o l u t i o n p e r 1 0 m l . F i n a l l y , t h e m e m b r a n e s
w e r e w a s h e d i n B u f f e r I V t o s t o p t h e c o l o r i m e t r i c r e a c t i o n .
T h e a p p e a r a n c e o f a b l u e s p o t o n t h e m e m b r a n e s i n d i c a t e d t h e
p r e s e n c e o f a n F + R N A c o l i p h a g e w i t h a m a t c h i n g
o l i g o n u c l e o t i d e p r o b e .
C h a p t e r I V .
R e s u l t s
S a m p l i n g F r e q u e n c y
I n o r d e r t o o b t a i n a r e p r e s e n t a t i v e s a m p l i n g o f N o r t h
C a r o l i n a e s t u a r i n e w a t e r s s u b j e c t e d t o f e c a l c o n t a m i n a t i o n ,
s i x d i f f e r e n t f i e l d s i t e s w e r e s a m p l e d q u a r t e r l y f o r t w o
y e a r s . T a b l e 5 i s a c o m p i l a t i o n o f s a m p l i n g t r i p s .
O y s t e r a n d w a t e r s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d f o r t h e f i r s t
s a m p l i n g y e a r , a n d o y s t e r , w a t e r , a n d c l a m s a m p l e s w e r e
c o l l e c t e d f o r t h e s e c o n d s a m p l i n g y e a r . C l a m s w e r e n o t
a v a i l a b l e f o r c o l l e c t i o n i n N o r t h R i v e r
,
c l o s e d s t a t i o n
,
o r
i n F o s t e r ' s B a y , o p e n s t a t i o n . O n a v e r a g e , 2 o f t h e 6 f i e l d
s i t e s p e r s e a s o n i n t h e f i r s t y e a r , a n d 1 o f t h e 6 f i e l d
s i t e s p e r s e a s o n i n t h e s e c o n d y e a r w e r e n o t s a m p l e d d u e t o
i n c l e m e n t w e a t h e r . E a c h o f t h e 6 f i e l d s i t e s ( e x c e p t N o r t h
R i v e r ) w a s s a m p l e d a t l e a s t o n c e p e r q u a r t e r f o r t h e s u m m e r ,
f a l l
,
w i n t e r , a n d s p r i n g s e a s o n s .
T a b l e 5 . C o l l e c t i o n F r e q u e n c y
4 1
D a t e
7 / 1 8 / 9 4
8 / 1 / 9 4
8 / 2 2 / 9 4
9 / 2 6 / 9 4
1 0 / 1 0 / 9 4
1 0 / 1 7 / 9 4
1 1 / 1 4 / 9 4
1 / 9 / 9 5
1 / 3 1 / 9 5
2 / 1 3 / 9 5
2 / 2 7 / 9 5
3 / 2 7 / 9 5
4 / 1 7 / 9 5
5 / 9 / 9 5
5 / 2 2 / 9 5
6 / 1 2 / 9 5
6 / 2 6 / 9 5
7 / 1 7 / 9 5
7 / 2 4 / 9 5
8 / 2 1 / 9 5
9 / 2 5 / 9 5
1 0 / 2 / 9 5
1 0 / 2 3 / 9 5
1 1 / 6 / 9 5
1 1 / 1 3 / 9 5
1 1 / 2 7 / 9 5
1 2 / 4 / 9 5
1 / 2 2 / 9 6
1 / 2 9 / 9 6
2 / 1 9 / 9 6
2 / 2 6 / 9 6
3 / 1 8 / 9 6
3 / 2 5 / 9 6
4 / 1 5 / 9 6
5 / 6 / 9 6
5 / 1 3 / 9 6
F i e l d S i t e
G o o s e C r e e k
F o s t e r ' s B a y
T a y l o r
'
s C r e e k
N o r t h R i v e r
J u m p i n g R u n C r e e k
C a l i c o C r e e k
G o o s e C r e e k
J u m p i n g R u n C r e e k
F o s t e r ' s B a y
N o r t h R i v e r
T a y l o r
'
s C r e e k
C a l i c o C r e e k
N o r t h R i v e r
T a y l o r
'
s C r e e k
J u m p i n g R u n C r e e k
F o s t e r
'
s B a y
C a l i c o C r e e k
J u m p i n g R u n C r e e k
T a y l o r
'
s C r e e k
G o o s e C r e e k
F o s t e r ' s B a y
N o r t h R i v e r
G o o s e C r e e k
T a y l o r
'
s C r e e k
C a l i c o C r e e k
J u mp i n g R u n C r e e k
T a y l o r
'
s C r e e k
G o o s e C r e e k
C a l i c o C r e e k
F o s t e r
'
s B a y
N o r t h R i v e r
F o s t e r ' s B a y
J u m p i n g R u n C r e e k
G o o s e C r e e k
C a l i c o C r e e k
T a y l o r
'
s C r e e k
S e a s o n
S u m m e r
S u m m e r
S u m m e r
F a l l
F a l l
F a l l
F a l l
W i n t e r
W i n t e r
W i n t e r
W i n t e r
S p r i n g
S p r i n g
S p r i n g
S p r i n g
S u m m e r
S u m m e r
S u m m e r
S u m m e r
S u m m e r
F a l l
F a l l
F a l l
F a l l
F a l l
F a l l
W i n t e r
W i n t e r
W i n t e r
W i n t e r
W i n t e r
S p r i n g
S p r i n g
Sp r i n g
S p r i n g
S p r i n g
C o m m e n t
N o c l a m s
N o c l a m s
N o c l a m s
N o c l a m s
N o c l a m s
N o c l a m s
N o c l a m s
N o c l a m s
N o c l a m s
N o c l a m s
N o c l a m s
N o c l a m s
N o c l a m s
N o c l a m s
N o c l a m s
N o c l a m s o p e n s t a t i o n
N o c l a m s o p e n s t a t i o n
N o c l a m s c l o s e d s t a t i o n
N o r e s u l t s f o r W G 4 9 p h a g e
N o r e s u l t s f o r W G 4 9 p h a g e
N o c l a m s o p e n s t a t i o n
N o c l a m s c l o s e d s t a t i o n
N o c l a m s o p e n s t a t i o n
N o r e s u l t s f o r E . c o l i C
p h a g e
4 2
P h a g e I s o l a t i o n a n d C h a r a c t e r i z a t i o n
W a t e r a n d s h e l l f i s h s a m p l e s w e r e a s s a y e d f o r
b a c t e r i o p h a g e s b y t h e d o u b l e a g a r l a y e r t e c h n i q u e . P h a g e s
w e r e e n u m e r a t e d a n d d i s t i n c t p l a q u e m o r p h o l o g i e s w e r e
o b s e r v e d . F i g u r e 3 i s a p h o t o g r a p h d e m o n s t r a t i n g
m o r p h o l o g i c a l l y d i s t i n c t b a c t e r i o p h a g e p l a q u e s g r o w n o n h o s t
b a c t e r i u m S . t y p h i m u r i u m W G 4 9 . F + R N A c o l i p h a g e s a n d s o m a t i c
S a l m o n e l l a p h a g e s d i s p l a y e d d i f f e r e n t p l a q u e m o r p h o l o g i e s .
S o m a t i c S a l m o n e l l a p h a g e s w e r e l a r g e r c l e a r p l a q u e s w i t h
d e f i n e d b o r d e r s w h i l e F + R N A c o l i p h a g e p l a q u e s w e r e s m a l l e r
a n d t u r b i d w i t h b l u r r e d b o r d e r s . R N A s e t e s t i n g a n d c r o s s
p l a t i n g t e c h n i q u e s w e r e e m p l o y e d f o r c o n f i r m a t i o n o f
b a c t e r i o p h a g e t y p e . I s o l a t e s w e r e t h e r e b y i d e n t i f i e d a s
e i t h e r F + R N A o r F + D N A c o l i p h a g e s o r s o m a t i c S a l m o n e l l a
p h a g e s .
T h e f i v e d i f f e r e n t s e r o g r o u p s o f F + R N A c o l i p h a g e s
d i s p l a y e d s i m i l a r p l a q u e m o r p h o l o g i e s , a n d w e r e t h e r e f o r e
f u r t h e r a n a l y z e d b y s e r o t y p i n g m e t h o d s . F i g u r e 4 i s a
p h o t o g r a p h o f 8 d i f f e r e n t p h a g e s a n d t h e i r s e r o t y p i n g
r e s u l t s . E i g h t m i c r o l i t e r s o f e a c h p h a g e w e r e p i p e t t e d o n t o
f i v e p l a t e s o f h o s t b a c t e r i u m S . t y p h i m u r i u m W G 4 9 , w i t h e a c h
p l a t e c o n t a i n i n g a n t i b o d i e s t o o n e o f t h e f i v e d i f f e r e n t
4 3
s e r o t y p e s . T h e p r e s e n c e o f p l a q u e s i n F i g u r e 4 i n d i c a t e s
t h a t a n t i b o d y p r e s e n t i n t h e a g a r w a s n o t i n h i b i t i n g t h e
p h a g e f r o m i n f e c t i n g t h e h o s t b a c t e r i u m . I f t h e a n t i b o d y
p r e s e n t w a s s p e c i f i c t o t h e p h a g e , i t r e a c t e d w i t h t h e
v i r u s e s
,
a n d t h e r e b y n e u t r a l i z e d b a c t e r i a l i n f e c t i o n a n d
s u b s e q u e n t p l a q u e d e v e l o p m e n t .
G e n o t y p i n g w a s p e r f o r m e d i f s e r o t y p i n g r e s u l t s w e r e
i n c o n c l u s i v e . P l a q u e h y b r i d i z a t i o n e x a m p l e s a r e
d e m o n s t r a t e d i n F i g u r e 5 . T h e f i v e p r o t o t y p e F + R N A
c o l i p h a g e s a r e s h o w n o n t h e m e m b r a n e s . E a c h m e mb r a n e i n
e a c h r o w w a s h y b r i d i z e d w i t h p r o b e s r e p r e s e n t i n g e a c h o f t h e
f i v e s e r o g r o u p s o r g e n o g r o u p s : I ( M S - 2 ) , I I ( G A ) , I I I ( QB ) ,
I V a ( F I ) , a n d I V b ( S P ) , r e s p e c t i v e l y .
T h e R N A s e t e s t , c r o s s p l a t i n g , s e r o t y p i n g , a n d
g e n o t y p i n g t e c h n i q u e s w e r e a l l e m p l o y e d t o c h a r a c t e r i z e a n d
d e t e r m i n e t h e c o n c e n t r a t i o n s o f S . t y p h i m u r i u m WG 4 9
b a c t e r i o p h a g e s , F + R N A c o l i p h a g e s , F + D N A c o l i p h a g e s , a n d
s o m a t i c S a l m o n e l l a p h a g e s f o r e a c h s a m p l e c o l l e c t e d .
4 4
F i g u r e 3 . B a c t e r i o p h a g e s M o r p h o l o g i e s
« *
C l e a r p l a q u e s w i t h d e f i n e d b o r d e r s a r e S o
m a t i c S a l m o n e l l a
p h a g e s , F + R N A c o l i p h a g e p l a q u e s a r e t u r b i d w i t h b l u r r e
d
b o r d e r s .
4 5
F i g u r e 4 . E x a m p l e o f S e r o t y p i n g R e s u l t s




+ C o n t r o l s
M S - 2 G A Q P S P Fl
Is o l a t e s G A G A G A Q p G A
G A Q P G A M S - 2 G A
G A M S - 2 M S - 2 M S - 2 G A
G A G A MS - 2
F I
4 6
F i g u r e 5 . G e n o t y p i n g R e s u l t s : P l a q u e H y b r i d i z a t i o n
c- o r -J : \
-
i
E a c h m e m b r a n e w a s h y b r i d i d i z e d w i t h a p r o b e r e p r e s e n t i n g o n e
o f t h e f o u r p r o t o t y p e F + R N A c o l i p h a g e s : I ( M S - 2 ) , I I ( G A ) ,
I I I ( Qp ) , a n d I V ( I V a : S P , I V b : P I ) .
4 7
r sst •
" n ; iU i
Is o la t e S o u r c e
W a t e r
O y s t e r s
C la m s
+ C o n t r o l s
M S - 2 G A Q p S P F l
G A G A G A M S - 2 M S - 2
G A M S - 2 Q p G A M S - 2
G A G A Q p G A G A
• *
4 8
B a c t e r i o p h a g e P o p u l a t i o n s b y F i e l d S i t e
T h e c o m p o s i t i o n s o f t h e b a c t e r i o p h a g e p o p u l a t i o n s
d e t e c t e d o n h o s t S . t y p h l m u r i u m WG 4 9 f o r e a c h o f t h e s i x
f i e l d s i t e s a r e s u m m a r i z e d i n T a b l e 6 . T h e s e r e s u l t s
s u g g e s t t h a t t h e c o m p o s i t i o n s o f t h e b a c t e r i o p h a g e
p o p u l a t i o n s d e t e c t e d o n h o s t S . t y p h l m u r i u m W G 4 9 w e r e
s i m i l a r a t f i v e o f s i x s i t e s , w i t h F + R N A c o l i p h a g e s
p r e d o m i n a t i n g ( 9 5 . 6 % t o 9 9 . 8 % ) a n d o n l y l o w p r o p o r t i o n s
( 0 . 2 % t o 4 . 4 % ) o f s o m a t i c S a l m o n e l l a p h a g e s d e t e c t e d . F e w
F + D N A c o l i p h a g e s ( 7 3 6 ) w e r e d e t e c t e d a m o n g t h e 9 3 , 8 3 8
i s o l a t e s . F o r t h e N o r t h R i v e r f i e l d s i t e , t h e m a j o r i t y
( 8 1 % ) o f p h a g e s i s o l a t e d o n S . t y p h l m u r i u m WG 4 9 w e r e n o t
F + R N A c o l i p h a g e s ; t h e y w e r e s o m a t i c S a l m o n e l l a p h a g e s .
S e r o t y p i n g a n d g e n o t y p i n g r e s u l t s a r e g i v e n i n T a b l e 7 .
T h e m a j o r i t y o f F + R N A c o l i p h a g e s a t t h e C a l i c o C r e e k , a n d
T a y l o r
' s C r e e k f i e l d s i t e s w e r e T y p e I I ( G A ) , i m p l y i n g t h a t
t h e s e s i t e s a r e i m p a c t e d p r i m a r i l y b y h u m a n p o l l u t i o n .
T h e s e r e s u l t s a r e c o n s i s t e n t w i t h t h e s e t w o s i t e s b e i n g
i m p a c t e d b y p o i n t
- s o u r c e p o l l u t i o n . I n b o t h c a s e s , t h e
p o i n t
- s o u r c e w a s m u n i c i p a l s e w a g e t r e a t m e n t p l a n t e f f l u e n t ,
a n d i t i s e x p e c t e d t h a t p h a g e f r o m t h i s s o u r c e w o u l d b e o f
h u m a n o r i g i n . N o r t h R i v e r F + R N A c o l i p h a g e s w e r e a l s o m o s t l y
m *
4 9
f r o m G r o u p I I ( G A ) . T h i s s i t e i s i m p a c t e d b y n o n - p o i n t
s o u r c e s o f p o l l u t i o n , p r o b a b l y f r o m i n d i v i d u a l s e p t i c t a n k
s e e p a g e . F + R N A c o l i p h a g e s f r o m F o s t e r
'
s B a y a n d J u m p i n g R u n
C r e e k w e r e p r i m a r i l y o f T y p e I ( M S - 2 ) a n d t h o s e f r o m G o o s e
C r e e k w e r e o n l y T y p e I , s u g g e s t i n g t h a t t h e s e s i t e s w e r e
i m p a c t e d p r e d o m i n a t e l y b y a n i m a l s o u r c e s o f p o l l u t i o n .
T h e o v e r a l l l e v e l s o f S . t y p h i m u r i u m W G 4 9
b a c t e r i o p h a g e s , c o n f i r m e d F + R N A c o l i p h a g e s a n d s o m a t i c
c o l i p h a g e s a r e s h o w n g r a p h i c a l l y i n t h e m o d i f i e d b o x
- a n d -
w h i s k e r p l o t o f F i g u r e 6 . T h i s p l o t d i s p l a y s l o g ^ o v a l u e s o f
t h e m e a n , r a n g e , a n d c o n f i d e n c e i n t e r v a l s o f t h e m e a n
c o l i p h a g e c o n c e n t r a t i o n s , a s w e l l a s s t a n d a r d d e v i a t i o n s .
T h e d i s p l a y e d r e s u l t s p r o v i d e a v i s u a l b a s i s f o r c o m p a r i n g
t h e c o n c e n t r a t i o n s o f t h e d i f f e r e n t p h a g e s . T h e m a j o r i t y o f
t h e t o t a l p h a g e s i s o l a t e d o n S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 w e r e
d e t e r m i n e d t o b e F + R N A c o l i p h a g e s , s o t h e r e w a s n o t a
s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e s e t w o g r o u p s ( p a i r e d
c o r r e l a t i o n , P < 0 . 0 0 0 1 ) . F u r t h e r a n a l y s i s b y D u n n
'
s M u l t i p l e
C o m p a r i s o n T e s t ( T a b l e 8 ) r e v e a l e d t h a t s o m a t i c c o l i p h a g e
c o n c e n t r a t i o n s w e r e o n a v e r a g e 4 t i m e s h i g h e r t h a n b o t h t h e
WG 4 9 p h a g e s a n d t h e c o n f i r m e d F + R N A c o l i p h a g e s . T h i s
d i f f e r e n c e w a s s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t ( P < 0 . 0 0 1 ) . T h i s
5 0
w o u l d s u g g e s t t h a t b e c a u s e s o m a t i c c o l i p h a g e s a r e f o u n d i n
h i g h c o n c e n t r a t i o n s , t h e y m a y b e m o r e u s e f u l i n d i c a t o r s o f
e n t e r i c p a t h o g e n s . H o w e v e r , t h e y h a v e b e e n r e p o r t e d t o
m u l t i p l y i n n a t u r a l w a t e r s i n t h e p r e s e n c e o f h o s t b a c t e r i a ,
a n u n f a v o r a b l e c h a r a c t e r i s t i c f o r a n i d e a l i n d i c a t o r
o r g a n i s m o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n .
T a b l e 6 . P r o p o r t i o n s o f D i f f e r e n t B a c t e r i o p h a g e a t e a c h F i e l d S i t e
F i e l d S i t e
N o r t h R i v e r
F o s t e r ' s B a y
C a l i c o C r e e k
J u m p i n g R u n
C r e e k
T a y l o r
' s
C r e e k
G o o s e C r e e k
T o t a l
I s o l a t e s
1 6 4 3
3 9 1 1
6 9
, 9 7 3
1 5 0 1




% F + R N A
1 8 . 9
9 6 . 3
9 6 . 1
9 9 . 7
9 5 . 6
9 9 . 8
% S o m a t i c
S a l m o n e l l a












% M i x e d o r U n k n o vm
0




" ^ T a b l e 7 . G e n o t y p i n g a n d S e r o t y p i n g o f F + R N A C o l i p h a g e
F i e l d S i t e
N o r t h R i v e r
F o s t e r
'
s B a y
C a l i c o C r e e k
J u m p i n g R u n C r e e k
T a y l o r
'
s C r e e k
G o o s e C r e e k
T o t a l
I s o l a t e s
3 1 0
3 7 6 9
6 7 , 2 2 2
1 4 9 7
4 9 1 3
1 1 , 6 4 5







M S - 2
I
3 5 6 5
6 5 3 2
1 4 6 5
5 9


































F i g u r e 6 . M o d i f i e d B o x - a n d - W h i s k e r P l o t o f O v e r a l l l o g ^ C o n c e n t r a t i o n s o f WG 4 9
B a c t e r i o p h a g e s , F + R N A C o l i p h a g e s a n d S o m a t i c C o l i p h a g e s .
- 4 . 0 0 00 - 2 . 0 0 0 0 - 1 . 0 0 00 - 0 . 0 0 0 0 1 . 0 0 0 0 2 . 0 0 0 0 3 . 00 0 0 4 . 0 0 0 0
n | ♦ + + + + + + I
FR HA V V
- 1 . 1 1236 2 7 5 : + ( _ X_ ) + :
UG4 9 V V
- 0 . 9 69 2 5 1 2 7 5 : + ( _ X_ )
+ :
ECC V _ V
- 0 . 6 10 3 6 3 2 78 : + ( X_ ) + :
I + + + + + + + I
- 4 . 0 0 0 0 - 2 . 0 0 0 0 - 1 . 0 0 0 0 - 0 . 0 0 0 0 1 . 0 0 0 0 2 . 0 0 0 0 3 . 0 0 0 0 4 . 0 0 0 0
X = m e a n W G 4 9 = S . t y p h i m u r i u m WG 4 9
0 = 9 5 % C I b a c t e r i o p h a g e s
+ = 9 9 . 9 % C I F + R N A = F + R N A c o l i p h a g e s
: = S D E C C = E . c o l i C p h a g e ( s o m a t i c
n = n u mb e r o f s a m p l e s , c o l i p h a g e s )
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T a b l e 8 . C o mp a r i s o n o f O v e r a l l L e v e l s o f B a c t e r i o p h a g e b y
D u n n
'
s M u l t i p l e C o mp a r i s o n T e s t
*
.
P a i r e d G r o u p s
W G 4 9 - F + R N A
W G 4 9 - E C C
F + R N A - E C C
M e d i a n " P F U / g
0 . 0 6 3 1 0 (W G 4 9 )
0 . 2 5 3 1 (E C C )
0 . 0 6 1 9 0 ( F + R NA )
M e a n D i f f e r e n c e
3 2 . 3 0 9
- 8 9 . 0 8 1
- 1 2 1 . 3 9
P - V a l u e s
N S
< 0 . 0 0 1
< 0 . 0 0 1
^ A b b r e v i a t i o n s f o r G r o u p s :
W G 4 9 = S . t y p h i m u r i u m W G 4 9 p h a g e
F + R N A = F + R N A c o l i p h a g e
E C C = E . c o l i C p h a g e ( s o m a t i c c o l i p h a g e )
' ' N u m b e r o f s a m p l e s :
W G 4 9 = 2 7 5
F + R N A = 2 7 5
E C C = 2 7 8
C o n c e n t r a t i o n s o f B a c t e r i o p h a g e s i n S h e l l f i s h a n d W a t e r
B i v a l v e m o l l u s c a n s h e l l f i s h h a v e b e e n s h o w n p r e v i o u s l y
t o c o n c e n t r a t e p a r t i c u l a t e m a t e r i a l s p r e s e n t i n t h e i r
g r o w i n g w a t e r s t h r o u g h n a t u r a l f i l t e r f e e d i n g m e c h a n i s m s .
F i g u r e 7 i s a b o x
- a n d - w h i s k e r p l o t c o m p a r i n g l o g ^ o
b a c t e r i o p h a g e c o n c e n t r a t i o n s i n s h e l l f i s h a n d w a t e r . A l l
t h r e e g r o u p s o f b a c t e r i o p h a g e s , W G 4 9 p h a g e s , F + R N A
c o l i p h a g e s a n d s o m a t i c c o l i p h a g e s , w e r e f o u n d i n h i g h e r
c o n c e n t r a t i o n s i n t h e s h e l l f i s h m e a t t h a n i n t h e o v e r l y i n g
w a t e r s . M e d i a n p h a g e c o n c e n t r a t i o n s r a n g e d f r o m 3 0 t i m e s
( s o m a t i c c o l i p h a g e s ) t o 1 3 0 t i m e s ( W G 4 9 p h a g e s ) h i g h e r i n
s h e l l f i s h t h a n i n w a t e r ( T a b l e 9 ) . C u r r e n t c r i t e r i a a n d
st a n d a r d s t o a s s e s s t h e s a n i t a r y q u a l i t y o f s h e l l f i s h r e l y
5 5
h e a v i l y o n b a c t e r i a l i n d i c a t o r q u a l i t y ( f e c a l c o l i f o r m
l e v e l s ) o f h a r v e s t w a t e r s a n d s h e l l f i s h . T h e s e d a t a f o r
b a c t e r i o p h a g e l e v e l s i n w a t e r a n d s h e l l f i s h s u g g e s t t h a t
v i r a l p a t h o g e n s m a y b e f o u n d i n m u c h h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s
i n t h e s h e l l f i s h m e a t t h a n t h e o v e r l y i n g w a t e r . T h e r e f o r e ,
h a r v e s t w a t e r t e s t i n g m a y n o t b e a s s e n s i t i v e a n d r e l i a b l e
a s d i r e c t a n a l y s i s o f s h e l l f i s h m e a t f o r m i c r o b i a l
i n d i c a t o r s o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n .
T a b l e 9 . C o n c e n t r a t i o n s o f B a c t e r i o p h a g e i n S h e l l f i s h a n d
t h e i r G r o w i n g W a t e r s .
B a c t e r i o p h a g e G r o u p
*
W G 4 9 S h e l l f i s h
W G 4 9 W a t e r
F + R N A S h e l l f i s h
F + R N A W a t e r
E C C S h e l l f i s h
E C C W a t e r







M e d i a n P F U / g
0 . 3 7 9 1
0 . 0 0 2 9
0 . 1 8 7 2
0 . 0 0 2 6
0 . 5 2 8 3
0 . 0 1 7 0
^
A b b r e v i a t i o n s f o r G r o u p s :
W G 4 9 = S . t y p h i m u r i u m W G 4 9 p h a g e
F + R N A = F + R N A c o l i p h a g e
E C C = E . c o l i C p h a g e ( s o m a t i c c o l i p h a g e )
^ F i g u r e 7 . M o d i f i e d B o x - a n d - W h i s k e r P l o t o f L o g i o B a c t e r i o p h a g e C o n c e n t r a t i o n s i n
S h e l l f i s h a n d H a r v e s t W a t e r s .
T y p «
(m e a n )
P h « 9 «
- 4 . 0 0 - 3 . 0 0
n l + -
- 2 . 0 0
+ .
■ 1 . 0 0
+
-
- 0 . 0 0
+ .
1 . 0 0
+ .
2 . 0 0
+
.
3 . 0 0
+
-
4 . 0 0
S h e l l f i s h F + R N A
( - . 2 9 5 0 6 0 )
1 66 + ( X ) - +
S h e l l f i s h W G 4 9
( - . 0 1 3 2 3 4 - 9 )
S h e l l f i s h E C C
( - . 0 2 5 6 8 0 5 )
166
1 69
+ ( X ) - +
+ ( X ) +
W a t e r F + R N A
( - 2 . 3 5 6 7 9 )
1 0 9 + ( X ) +
W a t e r W G 4 9
( - 2 . 2 4 3 3 9 )
109 ♦ X +
W a t e r E C C




0 0 - 3 . 0 0
+ ( X ) +




1 . 0 0
+ -
2 . 0 0 3 . 0 0 4 . 0 0
X = m e a n
( ) = 9 5 % C I
+ = 9 9 . 9 % C I
: = S D
n = n u mb e r o f s a m p l e s
W G 4 9 = S
. t y p h i m i i r J u m W G 4 9
b a c t e r i o p h a g e s
F + R N A = F + R N A c o l i p h a g e s
E C C = E . c o l i c p h a g e ( s o m a t i c
c o l i p h a g e s )
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B a c t e r i o p h a g e C o n c e n t r a t i o n s a t C l o s e d . T r a n s i t i o n , a n d O p e n
S t a t i o n s
A t e a c h o f t h e s i x w e l l c h a r a c t e r i z e d f i e l d s i t e s ,
s a m p l e s o f s h e l l f i s h a n d w a t e r w e r e c o l l e c t e d f r o m s t a t i o n s
d e s i g n a t e d b y t h e N . C . S h e l l f i s h S a n i t a t i o n L a b o r a t o r y a s
c l o s e d , t r a n s i t i o n a l ( c l o s u r e l i n e ) , a n d o p e n t o s h e l l f i s h
h a r v e s t i n g . S a m p l e s o f w a t e r a n d s h e l l f i s h f r o m e a c h t y p e
o f s t a t i o n w e r e a n a l y z e d t o d e t e r m i n e i f b a c t e r i o p h a g e s
c o u l d b e c o n s i s t e n t l y d e t e c t e d a t t h e t h r e e t y p e s o f
s t a t i o n s . T h i s w a s d o n e t o d e t e r m i n e i f t h e r e w e r e
q u a n t i t a t i v e d i f f e r e n c e s i n t h e l e v e l s o f t h e p h a g e g r o u p s
a t t h e s e t h r e e s t a t i o n s a n d i f t h e r e w a s a g r a d i e n t o f
d e c r e a s i n g p h a g e c o n c e n t r a t i o n s f r o m t h e c l o s e d , t o t h e
t r a n s i t i o n , t o t h e o p e n s t a t i o n s . S u c h i n f o r m a t i o n w o u l d
m a k e i t p o s s i b l e t o d e t e r m i n e i f a n y o f t h e t h r e e p h a g e
g r o u p s w o u l d q u a n t i t a t i v e l y i n d i c a t e t h e e x t e n t o f f e c a l
p o l l u t i o n .
T a b l e 1 0 i s a s u m m a r y o f S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 p h a g e s ,
F + R N A c o l i p h a g e s a n d s o m a t i c c o l i p h a g e s f o u n d i n s h e l l f i s h
a n d h a r v e s t w a t e r s a m p l e s d u r i n g t h e t w o y e a r s t u d y . A
t o t a l o f 2 7 8 s a m p l e s o f s h e l l f i s h a n d h a r v e s t w a t e r s w e r e
a n a l y z e d f o r t h e t h r e e g r o u p s o f b a c t e r i o p h a g e s . I n a l l
5 8
t h r e e g r o u p s , t h e r e w e r e m o r e b a c t e r i o p h a g e p o s i t i v e s a m p l e s
f o u n d i n t h e c l o s e d s t a t i o n s ( 5 4 . 4 %- 7 0 . 2 % ) t h a n t h e o p e n
s t a t i o n s ( 3 5 . 7 % - 4 9 . 4 % ) . T h e s e r e s u l t s a r e c o n s i s t e n t w i t h
s u s p e c t e d l e v e l s o f f e c a l p o l l u t i o n b e i n g h i g h e r i n t h e
c l o s e d s t a t i o n s t h a n t h e o p e n s t a t i o n s .
T a b l e 1 0 . S u mm a r y o f B a c t e r i o p h a g e s i n S h e l l f i s h a n d
H a r v e s t W a t e r s f r o m C l o s e d , T r a n s i t i o n a l , a n d O p e n S t a t i o n s
s t a t i o n
T y p e
# o f
S a mp l e s
C o l i p h a g e
P o s i t i v e
# o f
S a mp l e s
W G 4 9 p h a g e
P o s i t i v e
# o f
S a m p l e s
F + R N A p h a g e
P o s i t i v e
C l o s e d
T r a n s i t i o n
































F i g u r e s 8 a n d 9 a r e m o d i f i e d b o x
- a n d - w h i s k e r p l o t s
v i s u a l l y c o m p a r i n g t h e l o g m c o n c e n t r a t i o n s o f S .
t y p h i m u r i u m W G 4 9 b a c t e r i o p h a g e s , F + R N A c o l i p h a g e s a n d
s o m a t i c c o l i p h a g e s i n w a t e r a n d s h e l l f i s h s a m p l e s f r o m t h e
t h r e e c l a s s e s o f h a r v e s t i n g s t a t i o n s . F o r t h e s h e l l f i s h
s a m p l e s , t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n s o f e a c h b a c t e r i o p h a g
e
g r o u p w e r e o b s e r v e d a t t h e c l o s e d s t a t i o n s ,
f o l l o w e d b y t h e
t r a n s i t i o n a l s t a t i o n s , a n d t h e l o w e s t c o n c e n t r a t i o n s w e r e
s e e n a t t h e o p e n s t a t i o n s . T h e r e s u l t s s u p p o r t t h e
5 9
h y p o t h e s i s t h a t t h e s e p h a g e s a r e a s s o c i a t e d w i t h t h e s o u r c e s
o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n , a n d t h a t t h e m a g n i t u d e o f f e c a l
c o n t a m i n a t i o n a n d i t s p h a g e s i s h i g h e s t i n t h e c l o s e d a r e a
n e a r e r t o t h e p o l l u t i o n s o u r c e a n d p r o g r e s s i v e l y l o w e r a t
g r e a t e r d i s t a n c e s f r o m t h e s o u r c e .
F o r t h e h a r v e s t w a t e r s a m p l e s , o n l y t h e s o m a t i c
c o l i p h a g e s w e r e o b s e r v e d t o h a v e t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n s
a t t h e c l o s e d s t a t i o n s , f o l l o w e d b y t h e t r a n s i t i o n a l
s t a t i o n s , a n d t h e l o w e s t c o n c e n t r a t i o n s a t t h e o p e n
s t a t i o n s . B o t h t h e W G 4 9 p h a g e s a n d t h e F + R N A c o l i p h a g e s d i d
n o t d i s p l a y t h i s t r e n d , s u p p o r t i n g t h e c o n t e n t i o n t h a t
a n a l y s i s o f h a r v e s t w a t e r s t o p r e d i c t f e c a l c o n t a m i n a t i o n i n
s h e l l f i s h i s n o t a s e n s i t i v e m e a s u r e o f s h e l l f i s h s a n i t a r y
q u a l i t y .
o F i g u r e 8 . M o d i f i e d B o x - a n d - Wh i s k e r P l o t o f L o g m B a c t e r i o p h a g e C o n c e n t r a t i o n s i n H a r v e s t
^
W a t e r s a t O p e n , T r a n s i t i o n a l , a n d C l o s e d S t a t i o n s .
s t a t i o n
( m a a n )
C l o s e d
( - 2 . 0 9 5 6 1 )
T r a n s i t i o n
(
- 2 . 5 1 2 9 4 )
O p e n
(
- 2 . 5 1 5 5 9 )
C l o s e d
( - 1 . 9 5 0 7 3 )
T r a n s i t i o n
(
- 2 . 4 0 7 9 4 )
O p e n
( - 2 . 4 3 1 7 6 )
C l o s e d
( - 1 . 2 7 4 8 8 )
T r a n s i t i o n
(
- 1 . 6 1 5 8 8 )
O p e n
(
- 1 . 7 0 8 5 3 )
P h a g «
F + R N A
F + R N A
F + R N A
WG 4 9
W G 4 9














- 3 . 0 0 - 2 . 0 0
+ -
- 1 . 0 0
+ -
- 4 . 0 0 - 3 . 0 0
+ - - ( X ) - +
V _ V
: + ( X + :
V _ V
: + ( X + :
+
- - ( X ) - - +
: + ( _ X ) + :
V V
: + ( X + :
+ - - ( X ) - - +
+ - ( X ) - - +
+ - ( X ) - - +
- 0 . 0 0
- 2 . 0 0 - 1 . 0 0
+
-
- 0 . 0 0
1 . 0 0
+ -
2 . 0 O
+ -
1 . 0 0 2 . 0 O
X = m e a n
0 = 9 5 % C I
+ = 9 9 . 9 % C I
: = S D
n = n u m b e r o f s a mp l e s
W G 4 9 = S . t y p h i m u r i u m W G 4 9
b a c t e r i o p h a g e s
F + R N A = F + R N A c o l i p h a g e s
E C C = E . c o l i C p h a g e ( s o m a t i c
c o l i p h a g e s )
^ F i g u r e 9 . M o d i f i e d B o x
- a n d - W h i s k e r P l o t o f L o g m B a c t e r i o p h a g e C o n c e n t r a t i o n s i n
" ^
S h e l l f i s h a t O p e n , T r a n s i t i o n a l , a n d C l o s e d S t a t i o n s .
s t a t i o n P h a g *
- 2 . 0 0 - 1 . 0 0 - 0 . 5 0 - 0 . 0 0 0 . 5 0 1 . 0 0 1 . 5 0 2 . 0 0 2 . 5 0 3 . 0 0 3 . 5 0
(m e a n ) n | - - ♦ + + + + + + + + + |
V V
C l o s e d F + R N A 6 ,2 : + - - - ( X ) - - - +
( . 1 3 4 8 3 9 )




6 5 8 0 0 0 )
C l o s e d W G 4 9
( . 3 1 2 2 5 8 )
T r a n s i t i o n F + R N A 54 : + - - ( X ) - +
( - . 4 5 2 5 9 3 )
50 : + - ( X ) - +
6 2 : + - - ( X ) - - +
T r a n s i t i o n W G 4 9 5 4 : +
- - ( x ) - - +
(
-
. 3 1 2 2 2 2 )
O p e n W G 4 9
5 0 : + - ( x ) - +
( - . 4 8 9 4 0 0 )
C l o s e d E C C 6 3 : + - ( x )
-
+
( . 1 9 1 2 7 0 )
T r a n s i t i o n W G 4 9 5 5 : + ( x ) +
( - . 1 0 2 5 4 5 )
O p e n W G 4 9 5 1 : + ( X _ ) - +
( . 2 1 0 7 8 4 )
I + * + + + + + - j f - - + + I
- 2 . 0 0 - 1 . 0 0 - 0 . 5 0 - 0 . 0 0 0 . 50 1 . 0 0 1 . 5 0 2 . 0 0 2 . 5 0 3 . 0 0 3 . 5 0
X = m e a n W G 4 9 = 5 . t y p h i m u r i u m W G 4 9
( ) = 9 5 % C I b a c t e r i o p h a g e s
+ = 9 9 . 9 % C I F + R N A = F + R N A c o l i p h a g e s
: = S D E C C = E . c o l i C p h a g e ( s o m a t i c
n = n u m b e r o f s a m p l e s c o l i p h a g e s )
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T a b l e s 1 1 a n d 1 2 g i v e t h e r e s u l t s o f K r u s k a l
- W a l l i s
N o n p a r a m e t r i c A N O V A t e s t s c o m p a r i n g c o n c e n t r a t i o n s o f e a c h
p h a g e a t t h e t h r e e s t a t i o n s f o r h a r v e s t w a t e r s a n d
s h e l l f i s h , r e s p e c t i v e l y . T h e P - v a l u e r e p r e s e n t s t h e
p r o b a b i l i t y t h a t t h e v a r i a t i o n a m o n g t h e m e d i a n s o f t h e
t h r e e s t a t i o n s i s d u e t o c h a n c e . F o r a l l t h r e e p h a g e g r o u p s
f o r b o t h w a t e r a n d s h e l l f i s h
,
t h e P v a l u e s a r e < 0 . 0 5
,
i n d i c a t i n g s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n c o n c e n t r a t i o n s
a c c o r d i n g t o s a m p l e s t a t i o n . B e c a u s e a l l t h r e e p h a g e g r o u p s
i n s h e l l f i s h s a m p l e s a r e p r e s e n t a t t h e h i g h e s t
c o n c e n t r a t i o n s i n a r e a s o f k n o w n f e c a l p o l l u t i o n , a n d l o w e s t
c o n c e n t r a t i o n s i n a r e a s l e a s t i m p a c t e d b y p o l l u t i o n , t h e y
m a y b e g o o d v i r a l i n d i c a t o r s o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n .
6 3
T a b l e 1 1 . A n a l y s i s o f B a c t e r i o p h a g e C o n c e n t r a t i o n s i n
S h e l l f i s h C o l l e c t e d f r o m C l o s e d , T r a n s i t i o n a l , a n d O p e n
S t a t i o n s b y K r u s k a l - W a l l i s N o n p a r a m e t r i c A N O V A T e s t .
B a c t e r i o p h a g e
G r o u p
s ' / S t a t i o n T y p e
W G 4 9 C l o s e d
W G 4 9 T r a n s i t i o n
W G 4 9 O p e n
F + R N A C l o s e d
F + R N A T r a n s i t i o n
F + R N A O p e n
E C C C l o s e d
E C C T r a n s i t i o n
E C C O p e n
N o . o f










M e a n o f R a n k s
9 9 . 5 6 5
7 7 . 5 9 3
6 9 . 9 6 0
9 8 . 4 3 5
8 0 . 5 4 6
6 8 . 1 7 0
9 7 . 1 1 1
8 2 . 1 6 4
7 3 . 0 9 8
P - V a l u e * *
0 . 0 0 2 9
0 0 0 3 6
0 . 0 2 9 3
^ A b b r e v i a t i o n s f o r G r o u p s :
W G 4 9 = S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 p h a g e
P + R N A = F + R N A c o l i p h a g e
E C C = E . c o l i C p h a g e ( s o m a t i c c o l i p h a g e )
T a b l e 1 2 . A n a l y s i s o f B a c t e r i o p h a g e C o n c e n t r a t i o n s i n W a t e r
C o l l e c t e d f r o m C l o s e d , T r a n s i t i o n a l , a n d O p e n S t a t i o n s b y
K r u s k a l - W a l l i s N o n p a r a m e t r i c A N O V A T e s t .
B a c t e r i o p h a g e
G r o u p
s / S t a t i o n T y p e
W G 4 9 C l o s e d
W G 4 9 T r a n s i t i o n
W G 4 9 O p e n
F + R N A C l o s e d
F + R N A T r a n s i t i o n
F + R N A O p e n
E C C C l o s e d
E C C T r a n s i t i o n
E C C O p e n
N o . o f










M e a n o f R a n k s
6 6 . 3 4 1
4 7 5 1 5
4 8 . 8 0 9
6 4 . 5 8 5
4 8 . 0 2 9
5 0 . 4 1 2
6 4 . 6 2 2
5 0 . 3 6 8
4 8 . 0 2 9
P - V a l u e ^
0 . 0 1 1 5
0 0 3 8 6
0 . 0 4 3 8
^ A b b r e v i a t i o n s f o r G r o u p s :
W G 4 9 = S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 p h a g e
P + R N A = P + R N A c o l i p h a g e
E C C = E . c o l i C p h a g e ( s o m a t i c c o l i p h a g e )
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S e a s o n a l V a r i a t i o n s i n B a c t e r i o p h a g e C o n c e n t r a t i o n s
T h e s u r v i v a l o f e n t e r i c v i r u s e s , b a c t e r i o p h a g e s a n d
o t h e r m i c r o b e s h a s b e e n s h o w n t o b e d e p e n d e n t o n
t e m p e r a t u r e , w i t h g r e a t e r s u r v i v a l a t l o w e r t e m p e r a t u r e s
t h a n a t h i g h e r t e m p e r a t u r e s ( C h u n g a n d S o b s e y , 1 9 9 3 ) . F i e l d
s i t e s w e r e s a m p l e d s e a s o n a l l y t o d e t e r m i n e i f t h e r e w e r e
d i f f e r e n c e s i n c o n c e n t r a t i o n s o f d e t e c t e d p h a g e s t h a t c o u l d
b e e x p l a i n e d b y s e a s o n a l d i f f e r e n c e s i n t e m p e r a t u r e . F i g u r e
1 0 i s a m o d i f i e d b o x - a n d - w h i s k e r p l o t o f p h a g e
c o n c e n t r a t i o n s i n s h e l l f i s h a c c o r d i n g t o s e a s o n . T h e s e
r e s u l t s r e v e a l t h a t e a c h o f t h e b a c t e r i o p h a g e g r o u p s
d e t e c t e d i n s h e l l f i s h s a m p l e s d i s p l a y e d m a r k e d s e a s o n a l
v a r i a t i o n s
,
w i t h t h e h i g h e s t l e v e l s o c c u r r i n g i n t h e w i n t e r
m o n t h s
,
l o w e s t l e v e l s i n t h e s u m m e r m o n t h s
,
a n d i n t e r m e d i a t e
l e v e l s i n t h e f a l l a n d s p r i n g m o n t h s . T h i s t r e n d c l o s e l y
p a r a l l e l s t h e p a t t e r n o f c h a n g e o b s e r v e d i n t h e
c o n c e n t r a t i o n s o f c u l t u r a b l e e n t e r i c v i r u s e s i n t h e
e n v i r o n m e n t ( H a v e l a a r e t a l . 1 9 9 3 ; S i m k o v a a n d C e r v e n k a
1 9 8 1 ) . T h e s i m i l a r i t i e s o f t h e s e a s o n a l c h a n g e s i n
c o n c e n t r a t i o n o f p h a g e s a n d e n t e r i c v i r u s e s p r o v i d e s
e n c o u r a g i n g e v i d e n c e t h a t b a c t e r i o p h a g e s m a y b e r e l i a b l e
i n d i c a t o r s o f e n t e r i c v i r u s e s i n e d i b l e s h e l l f i s h .
F i g u r e 1 0 . M o d i f i e d B o x
- a n d - W h i s k e r P l o t o f L o g i o B a c t e r i o p h a g e C o n c e n t r a t i o n s i n
^
S h e l l f i s h f o r F a l l , W i n t e r , S p r i n g , a n d S u m m e r .
S * a s o n P h a g «
- 2 . 0 0 - 1 . 00 - 0 . 5 0 - 0 . 0 0 0 . 5 0 1 . 0 0 1 . 50 2 . 0 0 2 . 5 0 3 . 0 0 3 . 5 0
( m a a n ) n | * + + + + + + " + + * I
V V
F a l l F + R N A * 1 : +
" ( X ) -
"
+ =
( - . 0 5 4 2 6 8 3 )
S u m m e r W G 4 9
( - . 9 0 8 6 0 5 )
W i n t e r F + R N A 3 5 : + - - - { X ) - - +
( . 6 0 0 8 5 7 )
S p r i n g F + R N A 4 7 : + - - - ( X ) - - +
( - . 1 4 2 1 2 8 )
S u m m e r F + R N A 4 3 : + - - ( X ) - - +
(
-
. 9 5 5 3 4 9 )
F a l l W G 4 9 4 1 : + - - ( X ) - - +
( - . 3 3 1 2 2 0 )
W i n t e r W G 4 9 3 5 : + - - ( x ) - - - +
( . 8 4 9 1 4 3 )
S p r i n g W G 4 9 4 7 . + . . ( x ) - - +
( . 0 2 0 4 2 5 5 )
4 3 : + - - ( X ) - +
F a l l E C C * 7 : +




0 6 0 8 5 1 1 )
W i n t e r E C C 4 1 : + - ( X ) - +
( . 6 0 2 9 2 7 )




0 7 3 1 7 0 7 )
V
S u m m e r E C C 4 0 : + ( X ) + :
( - . 5 8 0 0 0 0 )
I + + + . . + + + + + + + I
- 2 . 0 0 - 1 . 0 0 - 0 . 5 0 - 0 . 0 0 0 . 5 0 1 . 0 0 1 . 5 0 2 . 0 0 2 . 5 0 3 . 0 0 3 . 5 0
X =
^
m e a n W G 4 9 = S . t y p h i m u r i u m W G 4 9
( ) = 9 5 % C I b a c t e r i o p h a g e s
+ = 9 9 . 9 % C I F + R N A = F + R N A c o l i p h a g e s
= - S D ^ ^ E C C = E . c o l i c p h a g e ( s o m a t i c
n = n u m b e r o f s a Wp l e s r n l i n h a r T (= < : ; >
6 6
S t a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d t o c o m p a r e t h e
s e a s o n a l c o n c e n t r a t i o n s o f p h a g e s i n s h e l l f i s h a n d i n w a t e r .
T h i s w a s d o n e u s i n g t h e K r u s k a l
- W a l l i s N o n p a r a m e t r i c A N O V A
t e s t . T h e r e s u l t s o f t h e s e a n a l y s e s s h o w n i n T a b l e 1 3
r e v e a l t h a t t h e b a c t e r i o p h a g e s d e t e c t e d i n s h e l l f i s h d i s p l a y
c o n s i s t e n t s e a s o n a l v a r i a t i o n w i t h P - v a l u e s o f < 0 . 0 0 0 1 . A l l
t h r e e g r o u p s o f b a c t e r i o p h a g e s s h o w e d h i g h l y s i g n i f i c a n t
d i f f e r e n c e s i n c o n c e n t r a t i o n a c c o r d i n g t o s e a s o n . I n
c o n t r a s t , c o n c e n t r a t i o n s o f p h a g e s i n w a t e r w e r e l e s s l i k e l y
t o d i f f e r s e a s o n a l l y . S e a s o n a l c o n c e n t r a t i o n o f W G 4 9 p h a g e s
a n d F + R N A c o l i p h a g e s i n w a t e r w e r e n o t s i g n i f i c a n t l y
d i f f e r e n t ( P > 0 . 0 5 ) , w h i l e t h o s e f o r s o m a t i c c o l i p h a g e s i n
w a t e r w e r e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t , w i t h a P - v a l u e o f a b o u t
0 . 0 1 . T h i s m a y b e a n a r t i f a c t d u e t o l o w e r t o t a l n u m b e r s o f
b a c t e r i o p h a g e p r e s e n t i n h a r v e s t w a t e r s t h a n i n s h e l l f i s h
m e a t , w h i c h r e s t r i c t s t h e d e t e c t i o n o f d i f f e r e n c e s i n
c o n c e n t r a t i o n . H o w e v e r , t h e s e f i n d i n g s s u p p o r t t h e
c o n t e n t i o n t h a t s a m p l i n g g r o w i n g w a t e r s i n s t e a d o f s h e l l f i s h
m e a t m a y n o t r e l i a b l y a s s e s s t h e s a n i t a r y q u a l i t y o f
s h e l l f i s h .
6 7
T a b l e 1 3 . C o mp a r i s o n o f B a c t e r i o p h a g e L e v e l s f r o m D i f f e r e n t
S e a s o n s b y t h e K r u s k a l - W a l l i s N o n p a r a m e t r i c A N O V A T e s t .
B a c t e r i o p h a g e
G r o u p / S e a s o n
Sh e l l f i s h
W G 4 9 F a l l
W i n t e r
S p r i n g
S u m m e r
F + R N A
E C C
W a t e r
W G 4 9
F + R N A
E C C
^ P = . 4 2 7 5
^ P = . 7 0 6 3
F a l l
W i n t e r
S p r i n g
S u m m e r
F a l l
W i n t e r
S p r i n g
S u m m e r
F a l l
W i n t e r
S p r i n g
S u m m e r
F a l l
W i n t e r
S p r i n g
S u m m e r
F a l l
Wi n t e r
S p r i n g
S u m m e r

























M e a n o f R a n k s
7 6 . 8 9
1 2 4 . 1 9




7 0 9 2 7
1 1 9 0 9
9 0 . 7 6 6
5 8 . 5 8 1
8 8 . 7 1 3
1 2 4 . 5 7
8 4
. 5 1 2
4 0 . 5 7 5
5 7 . 8 0 4
6 1 2 4 0
5 3
. 5 8 6
4 7 . 8 3 3
5 7 . 1 0 7
5 5 . 2 8
5 8 . 1 2 1
4 9 2 0 4
6 5 . 5 3 2
5 9 . 0 3 6
3 8 5 1 9
5 4 . 5 4 2
P - V a l u e
< 0 . 0 0 0 1
< 0 . 0 0 0 1
< 0 . 0 0 0 1
N S ^
N S ' '
0 0 1 1 2
C h a p t e r V .
D i s c u s s i o n
T h e c o n t a m i n a t i o n o f s h e l l f i s h g r o w i n g w a t e r s b y p o i n t
a n d n o n - p o i n t s o u r c e s o f f e c a l p o l l u t i o n h a s l e a d t o m a n y
o u t b r e a k s a n d c a s e s o f v i r a l g a s t r o i n t e s t i n a l i l l n e s s i n
c o n s u m e r s . T h e c u r r e n t u s e o f f e c a l c o l i f o r m b a c t e r i a l
c r i t e r i a a n d s t a n d a r d s t o a s s e s s t h e s a n i t a r y q u a l i t y o f
s h e l l f i s h m a y n o t r e l i a b l y p r e d i c t t h e q u a l i t y o f s h e l l f i s h
w i t h r e s p e c t t o v i r a l c o n t a m i n a t i o n . E n t e r i c v i r u s e s h a v e
b e e n s h o w n t o b e m o r e r e s i s t a n t t o d i s i n f e c t i o n t r e a t m e n t
p r o c e s s e s ( S o b s e y , 1 9 8 9 ) , n a t u r a l e n v i r o n m e n t a l i n a c t i v a t i o n
p r o c e s s e s ( K o t t , 1 9 6 6 ; K l e t t e r e t a l . , 1 9 7 6 ) , U V r a d i a t i o n
( H a v e l a a r e t a l . , 1 9 8 7 ) , a n d n a t u r a l a n d c o n t r o l l e d
p u r i f i c a t i o n o f s h e l l f i s h ( J a y k u s e t a l . , 1 9 9 5 ) , t h a n f e c a l
c o l i f o r m b a c t e r i a . O u t b r e a k s o f v i r a l d i s e a s e h a v e b e e n
a s s o c i a t e d w i t h s h e l l f i s h m e e t i n g b a c t e r i a l g u i d e l i n e s
( R i c h a r d s 1 9 8 5 ) a n d e n t e r o v i r u s e s h a v e b e e n i s o l a t e d f r o m
s h e l l f i s h h a r v e s t e d f r o m w a t e r s a p p r o v e d o n t h e b a s i s o f
f e c a l c o l i f o r m s t a n d a r d s ( G e r b a 1 9 7 9 ) .
6 9
I t i s n e c c e s s a r y t o f i n d a m o r e r e l i a b l e a n d
a p p r o p r i a t e i n d i c a t o r o f v i r a l c o n t a m i n a t i o n i n s h e l l f i s h .
T h i s s t u d y w a s u n d e r t a k e n t o a s s e s s t h e s u i t a b i l t y o f u s i n g
F + R N A c o l i p h a g e s a n d s o m a t i c c o l i p h a g e s a s i n d i c a t o r s o f
f e c a l l y c o n t a m i n a t e d s h e l l f i s h a n d t h e i r h a r v e s t w a t e r s .
B a c t e r i o p h a g e P o p u l a t i o n s
T h e b a c t e r i a l h o s t S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 w a s u s e d t o
d e t e c t F + R N A c o l i p h a g e s , a l t h o u g h F + D N A c o l i p h a g e s a n d
s o m a t i c S a l m o n e l l a p h a g e s m a y a l s o b e d e t e c t a b l e o n t h i s
h o s t . T h e m a j o r i t y o f S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 b a c t e r i o p h a g e s
i s o l a t e d f r o m t h e s i x d i f f e r e n t f i e l d s i t e s w e r e d e t e r m i n e d
t o b e F + R N A c o l i p h a g e s . M a l e
- s p e c i f i c c o l i p h a g e s o c c u r
c o n s i s t a n t l y i n s e w a g e a n d t h u s f a r , h a v e n o t b e e n i s o l a t e d
f r o m u n p o l l u t e d w a t e r s ( l A W P R C 1 9 9 0 ) . F + R N A c o l i p h a g e s w e r e
a l s o f u r t h e r c h a r a c t e r i z e d t o e s t a b l i s h i f t h e p o l l u t i o n w a s
r e l a t e d t o h u m a n o r a n i m a l c o n t a m i n a t i o n . S o m a t i c S a l m o n e l l a
p h a g e s w e r e f o u n d a t m u c h l o w e r c o n c e n t r a t i o n s . T h e y a r e
p r e s e n t a t r e l a t i v e l y l o w c o n c e n t r a t i o n s i n r a w a n d t r e a t e d
s e w a g e , a n d t h e s a n i t a r y s i g n i f i c a n c e o f t h e s o m a t i c
S a l m o n e l l a p h a g e s i s u n c e r t a i n .
S o m a t i c c o l i p h a g e s w e r e f o u n d i n c o n c e n t r a t i o n s t h a t
7 0
w e r e 4 t i m e s h i g h e r o n a v e r a g e t h a n t h o s e o f e i t h e r W G 4 9
p h a g e s o r F + R N A c o l i p h a g e s . P r e s e n c e i n g r e a t e r n u m b e r s
t h a n t r u e p a t h o g e n s i s o n e o f t h e c h a r a c t e r i s t i c s o f a n
i d e a l i n d i c a t o r o r g a n i s m . T h e r e f o r e , t h e h i g h e r n u m b e r s o f
s o m a t i c c o l i p h a g e s t h a n F + R N A c o l i p h a g e s m a y b e a d v a n t a g e o u s
i n t h e i r u s e a s a v i r a l i n d i c a t o r . C o n c e r n s h a v e b e e n r a i s e d
a b o u t u s i n g s o m a t i c c o l i p h a g e s a s i n d i c a t o r s h o w e v e r ,
b e c a u s e t h e y h a v e b e e n f o u n d t o b e a b l e t o r e p l i c a t e i n
n a t u r a l w a t e r s a t a m b i e n t t e m p e r a t u r e s , p r o b a b l y i n n a t u r a l
b a c t e r i a l s p e c i e s ( P a r r y e t a l . , 1 9 8 1 ) . H e n c e , t h e p r e s e n c e
o f s o m a t i c c o l i p h a g e s m a y n o t b e s p e c i f i c t o f e c a l
c o n t a m i n a t i o n , l e a d i n g t o a n i n a c c u r a t e a s s e s s m e n t o f
p o l l u t i o n .
T h e u s e o f F + R N A c o l i p h a g e s a s i n d i c a t o r s o f f e c a l
p o l l u t i o n i s a d v a n t a g e o u s b e c a u s e t h e y a p p e a r t o b e s p e c i f i c
f o r f e c a l c o n t a m i n a t i o n . T h e y d o n o t r e p l i c a t e i n n a t u r a l
w a t e r s a n d t h e y c a n b e u s e d t o h e l p d e t e r m i n e t h e s o u r c e o f
t h e p o l l u t i o n . S e r o t y p i n g o r g e n o t y p i n g t e c h n i q u e s c a n b e
e m p l o y e d t o c h a r a c t e r i z e t h e p o l l u t i o n a s o r i g i n a t i n g f r o m
e i t h e r a n i m a l o r h u m a n s o u r c e s . T h i s t y p e o f i n f o r m a t i o n
w o u l d n o t o n l y b e u s e f u l i n t h e s h e l l f i s h i n d u s t r y , b u t
c o u l d a l s o b e u s e d f o r i m p r o v e d i d e n t i f i c a t i o n o f t h e
7 1
s o u r c e s o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n i n e s t u a r i e s
,
s u c h a s h o g
f a r m w a s t e s p i l l s a n d p o u l t r y o p e r a t i o n s , o r h u m a n w a s t e s
f r o m o n - s i t e t r e a t m e n t s y s t e m s o r m u n i c i p a l s e w a g e t r e a t m e n t
p l a n t s .
B a c t e r i o p h a g e s i n S h e l l f i s h
I n d i v i d u a l s h e l l f i s h c a n f i l t e r b e t w e e n 4 a n d 2 0 L o f
w a t e r p e r h o u r ( M . D . S o b s e y , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ) ,
a c c u m u l a t i n g p a r t i c u l a t e m a t t e r a n d m i c r o b e s p r e s e n t i n t h e
w a t e r . R e s u l t s o f t h i s s t u d y i n d i c a t e t h a t s h e l l f i s h
c o n c e n t r a t e d b a c t e r i o p h a g e s f r o m 1 t o 3 o r d e r s o f m a g n i t u d e
f r o m t h e i r g r o w i n g w a t e r s d u r i n g n o r m a l f i l t e r f e e d i n g
a c t i v i t y . B a c t e r i o p h a g e l e v e l s i n w a t e r t h e r e f o r e , d o n o t
r e l i a b l y r e f l e c t t h e l e v e l s o f b a c t e r i o p h a g e s i n s h e l l f i s h .
I t i s c o n c l u d e d t h a t d i r e c t a n a l y s i s o f s h e l l f i s h m e a t i s a
r e l i a b l e a n d s e n s i t i v e m e a n s t o a s s e s s s h e l l f i s h s a n i t a r y
q u a l i t y .
S t u d i e s h a v e s h o w n t h a t s h e l l f i s h u p t a k e a n d
p e r s i s t e n c e o f b a c t e r i o p h a g e s c l o s e l y r e s e m b l e s t h a t o f
e n t e r o v i r u s e s (V a u g h n a n d M e t c a l f , 1 9 7 5 ) . J o h n s o n ( 1 9 7 9 )
d e m o n s t r a t e d t h a t s h e l l f i s h e l i m i n a t e f e c a l c o l i f o r m s a t
f a s t e r r a t e s t h a n v i r u s e s , s u g g e s t i n g t h a t v i r u s e s m a y s t i l l
7 2
b e p r e s e n t i n t h e s h e l l f i s h l o n g a f t e r f e c a l b a c t e r i a l
i n d i c a t o r s h a v e b e e n e l i m i n a t e d . B a c t e r i o p h a g e s t h u s
p o s s e s s a n i m p o r t a n t c h a r a c t e r i s t i c o f a n i d e a l i n d i c a t o r
o r g a n i s m :
'
s u r v i v a l a n d p e r s i s t e n c e g r e a t e r t h a n o r a t l e a s t
e q u a l t o p a t h o g e n s i n n a t u r a l e n v i r o n m e n t s a n d t r e a t m e n t
p r o c e s s e s
'
. T h e p r e s e n c e o f i n d i c a t o r b a c t e r i o p h a g e s i n
s h e l l f i s h m a y b e t t e r p r e d i c t v i r a l c o n t a m i n a t i o n t h a n t h e
c u r r e n t f e c a l c o l i f o r m b a c t e r i a i n d i c a t o r s
.
B a c t e r i o p h a g e s i n P o l l u t e d a n d U n p o l l u t e d S h e l l f i s h a n d
H a r v e s t W a t e r s
T h e r e s u l t s o f t h i s s t u d y i n d i c a t e d t h a t S . t y p h i m u r i u m
WG 4 9 p h a g e s , F + R N A c o l i p h a g e s , a n d s o m a t i c c o l i p h a g e s
i s o l a t e d f r o m s h e l l f i s h w e r e m o r e p r e v a l e n t a n d p r e s e n t a t
h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s i n p o l l u t e d w a t e r s t h a n i n
t r a n s i t i o n a l o r u n p o l l u t e d w a t e r s . P o l l u t e d w a t e r s w e r e
i m p a c t e d b y p o i n t a n d n o n
-
p o i n t s o u r c e s o f f e c a l
c o n t a m i n a t i o n s u c h a s : s e w a g e t r e a t m e n t p l a n t o u t f a l l s , o n
-
s i t e s e p t i c s y s t e m s a n d l a n d r u n - o f f . B a c t e r i o p h a g e s s e e m
t o f u l f i l l t h e f o l l o w i n g r e q u i r e m e n t o f a n i d e a l i n d i c a t o r
o r g a n i s m :
'
p r e s e n t i n s e w a g e a n d f e c a l l y c o n t a m i n a t e d
s h e l l f i s h w h e n f e c a l p o l l u t i o n i s p r e s e n t
'
. D e t e c t i o n o f
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h i g h l e v e l s o f t h e s e o r g a n i s m s i n w e l l c h a r a c t e r i z e d ,
p o l l u t e d f i e l d s i t e s s u p p o r t s t h e c o n t e n t i o n t h a t t h e y a r e
g o o d i n d i c a t o r s o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n i n s h e l l f i s h .
T h e m a j o r i t y o f W G 4 9 p h a g e s w e r e F + R N A c o l i p h a g e s a n d
b o t h g r o u p s d i s p l a y e d t h e s a m e t r e n d s i n o c c u r r e n c e a n d
c o n c e n t r a t i o n s . T h e r e f o r e , i t m a y b e u n n e c e s s a r y t o
s e p a r a t e t h e s o m a t i c S a l m o n e l l a p h a g e s f r o m t h e W G 4 9 p h a g e
g r o u p t o a c c u r a t e l y a s s e s s s h e l l f i s h p o l l u t i o n . L i k e W G 4 9
a n d F + R N A c o l i p h a g e s , l e v e l s o f s o m a t i c c o l i p h a g e s w e r e
f o u n d a t h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s i n f e c a l l y p o l l u t e d a r e a s
t h a n t h o s e c l a s s i f i e d a s u n p o l l u t e d . S o m a t i c c o l i p h a g e s
t h e n
,
m a y a l s o p r o v e t o b e g o o d i n d i c a t o r s o f f e c a l
c o n t a m i n a t i o n . H o w e v e r , p r e v i o u s s t u d i e s s u g g e s t t h a t
s o m a t i c c o l i p h a g e s m a y h a v e n o n
- f e c a l e n v i r o n m e n t a l s o u r c e s .
T h e i r r e l i a b i l i t y t o s p e c i f i c a l l y p r e d i c t f e c a l
c o n t a m i n a t i o n i s t h u s u n c e r t a i n , a n d f u r t h e r s t u d y i s
w a r r a n t e d .
S e a s o n a l T r e n d s i n B a c t e r i o p h a g e C o n c e n t r a t i o n s
P r e v i o u s s t u d i e s o f c o l i p h a g e s u r v i v a l h a v e s h o w n t h e s e
o r g a n i s m s t o b e s e n s i t i v e t o i n c r e a s e d t e m p e r a t u r e s . V a u g h n
a n d M e t c a l f ( 1 9 7 5 ) c o m p a r e d s u r v i v a l o f c o l i p h a g e T 4 a n d
74
C o x s a c k i e v i r u s B - 3 i n e s t u a r i n e w a t e r s d u r i n g s u m m e r ,
w i n t e r
,
a n d s p r i n g m o n t h s . T h e y f o u n d t h a t b o t h v i r u s e s
d i s p l a y e d s i m i l a r s e a s o n a l v a r i a t i o n s i n s u r v i v a l , w i t h









C . I n t h i s s t u d y , S . t y p h i m u r i u m W G 4 9 b a c t e r i o p h a g e s ,
F + R N A c o l i p h a g e s , a n d s o m a t i c c o l i p h a g e s i s o l a t e d f r o m
s h e l l f i s h w e r e s i m i l a r l y f o u n d t o d i s p l a y d i s t i n c t s e a s o n a l
v a r i a t i o n s i n c o n c e n t r a t i o n s . T h e h i g h e s t l e v e l s w e r e f o u n d
i n t h e w i n t e r m o n t h s , l o w e s t l e v e l s i n t h e s u m m e r m o n t h s ,
a n d i n t e r m e d i a t e l e v e l s i n t h e s p r i n g a n d f a l l m o n t h s .
E n t e r o v i r u s e s h a v e b e e n s h o w n t o f o l l o w t h e s e s a m e
s e a s o n a l t r e n d s . L o e t a l . ( 1 9 7 6 ) c o n d u c t e d i n s i t u s t u d i e s
o f e n t e r o v i r u s e s i n e s t u a r i n e a n d m a r i n e w a t e r s o v e r s e v e r a l
s e a s o n s . T h e y f o u n d t h a t t h e e n t e r o v i r u s e s p e r s i s t e d l o n g e r
i n c o l d e r t e mp e r a t u r e s a n d i n s o m e c a s e s c o u l d s u r v i v e f o r
s e v e r a l m o n t h s d u r i n g t h e w i n t e r .
S i n c e t h e s e a s o n a l v a r i a t i o n s i n b a c t e r i o p h a g e l e v e l s
f o l l o w t h e s a m e t r e n d s a s c u l t u r a b l e e n t e r i c v i r u s e s , t h e y
m a y p r o v e t o b e b e t t e r i n d i c a t o r s o f f e c a l p o l l u t i o n i n
s h e l l f i s h t h a n t h e c u r r e n t l y u s e d b a c t e r i a l i n d i c a t o r s .
B a c t e r i o p h a g e s i n h a r v e s t w a t e r s a m p l e s d i d n o t c o n s i s t e n t l y
s h o w t h e s e s a m e s e a s o n a l t e n d e n c i e s , g i v i n g f u r t h e r c r e d e n c e
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t o t h e i d e a t h a t t e s t i n g s h e l l f i s h m e a t r a t h e r t h a n h a r v e s t
w a t e r i s a m o r e r e l i a b l e a n d a c c u r a t e a s s e s s m e n t o f
s h e l l f i s h s a n i t a r y q u a l i t y .
S u m m a r y
T h e r e s u l t s o f t h i s s t u d y d e m o n s t r a t e t h a t S . t y p h i m u r i u m
W G 4 9 b a c t e r i o p h a g e s , F + R N A c o l i p h a g e s , a n d s o m a t i c
c o l i p h a g e s s e e m t o b e g o o d i n d i c a t o r s o f f e c a l p o l l u t i o n i n
s h e l l f i s h . A l l t h r e e g r o u p s o f v i r u s e s e x h i b i t e d h i g h e s t
c o n c e n t r a t i o n s i n s h e l l f i s h i n f e c a l l y p o l l u t e d w a t e r s ,
l o w e s t c o n c e n t r a t i o n s i n c l e a n ( l e s s p o l l u t e d ) s h e l l f i s h ,
a n d i n t e r m e d i a t e n u m b e r s i n t r a n s i t i o n a l s h e l l f i s h . T h e
c o n c e n t r a t i o n s o f W G 4 9 p h a g e s a n d F + R N A c o l i p h a g e s a l s o
f o l l o w e d s e a s o n a l v a r i a t i o n s w h i c h p a r a l l e l t h o s e o f
c u l t u r a b l e e n t e r o v i r u s e s . T h o u g h s o m a t i c c o l i p h a g e s w e r e
f o u n d a t c o n c e n t r a t i o n s 4 - f o l d h i g h e r t h a n e i t h e r W G 4 9
p h a g e s , o r F + R N A c o l i p h a g e s , t h e r e i s s o m e e v i d e n c e t h a t
t h e y c a n r e p l i c a t e i n e s t u a r i n e w a t e r s . T h e r e f o r e , W G 4 9
b a c t e r i o p h a g e s a n d F + R N A c o l i p h a g e s m a y b e b e t t e r t h a n
s o m a t i c c o l i p h a g e s a s i n d i c a t o r s o f f e c a l p o l l u t i o n i n
s h e l l f i s h . A l s o , F + R N A p h a g e s c a n b e f u r t h e r c h a r a c t e r i z e d
t o d e t e r m i n e w h e t h e r t h e p o l l u t i o n h a s a n a n i m a l o r h u m a n
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o r i g i n . F o r r o u t i n e m o n i t o r i n g t h o u g h , a n a l y s i s o f W G 4 9
b a c t e r i o p h a g e s w o u l d a p p e a r t o b e a n a c c e p t a b l e c h o i c e .
T h e y p r o v i d e a s i m p l e , s e n s i t i v e a n d r e l i a b l e a p p r o a c h t o
a s s e s s i n g t h e s a n i t a r y q u a l i t y o f s h e l l f i s h a n d t h e y p r o v i d e
r e s u l t s f a s t e r ( 8 - 1 2 h o u r s ) t h a n s u b g r o u p i n g F + R N A
c o l i p h a g e s , w h i c h r e q u i r e s s e v e r a l a d d i t i o n a l d a y s o f
a n a l y s i s .
C h a p t e r V I .
C o n c l u s i o n s
• T h e m a j o r i t y o f S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 b a c t e r i o p h a g e s
i s o l a t e d f r o m t h e s i x d i f f e r e n t f i e l d s i t e s i m p a c t e d b y
f e c a l c o n t a m i n a t i o n w e r e d e t e r m i n e d t o b e F + R N A c o l i p h a g e s .
• S o m a t i c c o l i p h a g e s w e r e f o u n d i n c o n c e n t r a t i o n s t h a t
w e r e 4 t i m e s h i g h e r o n a v e r a g e t h a n t h o s e o f e i t h e r W G 4 9
p h a g e s o r F + R N A c o l i p h a g e s .
• T h e u s e o f F + R N A c o l i p h a g e s a s i n d i c a t o r s o f f e c a l
p o l l u t i o n i s a d v a n t a g e o u s b e c a u s e t h e y c a n b e g r o u p e d t o
h e l p d e t e r m i n e t h e s o u r c e o f t h e p o l l u t i o n a s e i t h e r h u m a n
o r a n i m a l i n o r i g i n .
• S h e l l f i s h c o n t a i n e d l e v e l s o f b a c t e r i o p h a g e s t h a t
w e r e 1 - 3 o r d e r s o f m a g n i t u d e h i g h e r t h a n t h o s e i n t h e i r
h a r v e s t w a t e r . T h i s s u g g e s t s t h a t t h e y c o n c e n t r a t e d
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b a c t e r i o p h a g e s f r o m a m b i e n t w a t e r s d u r i n g n o r m a l f i l t e r
f e e d i n g a c t i v i t y a n d t h a t t h e c o n c e n t r a t e d p h a g e s p e r s i s t e d
i n t h e s h e l l f i s h .
• T h i s s t u d y i n d i c a t e d t h a t S . t y p h i m u r i u m WG 4 9 p h a g e s ,
F + R N A c o l i p h a g e s , a n d s o m a t i c c o l i p h a g e w e r e m o r e p r e v a l e n t
i n p o l l u t e d w a t e r s t h a n i n t r a n s i t i o n a l o r u n p o l l u t e d w a t e r s
i m p a c t e d b y f e c a l c o n t a m i n a t i o n , a s a s s e s s e d b y t r a d i t i o n a l
c o l i f o r m i n d i c a t o r s u s e d f o r c l a s s i f i c a t i o n .
• A l l t h r e e g r o u p s o f b a c t e r i o p h a g e s i s o l a t e d f r o m
s h e l l f i s h d i s p l a y e d d i s t i n c t s e a s o n a l v a r i a t i o n s i n
c o n c e n t r a t i o n s
,
w i t h h i g h e s t l e v e l s i n w i n t e r m o n t h s , l o w e s t
l e v e l s i n s u m m e r m o n t h s
,
a n d i n t e r m e d i a t e l e v e l s i n s p r i n g
a n d f a l l m o n t h s .
• F o r r o u t i n e m o n i t o r i n g o f s h e l l f i s h s a n i t a r y q u a l i t y ,
WG 4 9 b a c t e r i o p h a g e s a p p e a r t o b e t h e b e s t c h o i c e a s a f e c a l
i n d i c a t o r . T h e y s e e m t o a c c u r a t e l y a n d r e l i a b l y a s s e s s t h e
s a n i t a r y q u a l i t y o f s h e l l f i s h a n d a r e f a s t e r t o d e t e c t t h a n
c o n f i r m e d F + R N A c o l i p h a g e s .
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F u t u r e R e s e a r c h a n d A d d i t i o n a l R e s e a r c h N e e d s
1 . D e t e r m i n e t h e r e l a t i o n s h i p o f F + R N A c o l i p h a g e s , s o m a t i c
c o l i p h a g e s a n d s o m a t i c S a l m o n e l l a p h a g e s t o h u m a n e n t e r i c
v i r u s e s i n s h e l l f i s h a n d t h e a b i l i t y o f t h e s e p h a g e s t o
q u a n t i t a t i v e l y p r e d i c t e n t e r i c v i r u s c o n t a m i n a t i o n l e v e l s .
2
. D e t e r m i n e r e l i a b i l i t y o f F + R N A c o l i p h a g e t y p e s i n
p r e d i c t i n g a n d d i s t i n g u i s h i n g b e t w e e n h u m a n v e r s u s a n i m a l
f e c a l c o n t a m i n a t i o n .
3 . S t r e a m l i n i n g o f m e t h o d s t o d e t e c t a n d t y p e F + R N A
c o l i p h a g e s .
4 . D e t e r m i n e r e l i a b i l i t y a n d r e p r o d u c i b i l i t y o f F + R N A
c o l i p h a g e s a n d s o m a t i c p h a g e s i n p r e d i c t i n g l e v e l s o f f e c a l
c o n t a m i n a t i o n a n d h u m a n e n t e r i c v i r u s c o n t a m i n a t i o n i n o t h e r
b i v a l v e m o l l u s k s ( m u s s e l s , o t h e r s p e c i e s o f c l a m s a n d
o y s t e r s ) a n d i n s h e l l f i s h a n d w a t e r s i n o t h e r g e o g r a p h i c
r e g i o n s w i t h d i f f e r e n t c l i m a t e s a n d w a t e r q u a l i t i e s .
R e f e r e n c e s
1 . B e n e s o n
,
A . S . ( 1 9 9 5 ) C o n t r o l o f C o m m u n i c a b l e D i s e a s e s
M a n u a l . W a s h i n g t o n , D C : A m e r i c a n P u b l i c H e a l t h A s s o c i a t i o n ,
1 9 9 5 .
2 . B e r g , G . , S u l l i v a n , G . , a n d V e n o s a , A . D . ( 1 9 8 8 ) L o w -
t e mp e r a t u r e s t a b i l i t y o f v i r u s e s i n s l u d g e s . A p p l . E n v r .
M i c r o . 5 4 : 8 3 9 - 8 4 1 .
3 . C a l l a h a n , K . ( 1 9 9 4 ) C o m p a r a t i v e s u r v i v a l o f H e p a t i t i s A
v i r u s , p o l i o v i r u s , a n d i n d i c a t o r o r g a n i s m s i n g e o g r a p h i c a l l y
d i v e r s e s e a w a t e r s . M a s t e r ' s t e c h n i c a l r e p o r t . U n i v e r s i t y o f
N o r t h C a r o l i n a , C h a p e l H i l l .
4
.
C D C . ( 1 9 9 5 ) M u l t i s t a t e o u t b r e a k o f v i r a l g a s t r o e n t e r i t i s
a s s o c i a t e d w i t h c o n s u m p t i o n o f o y s t e r s
- A p a l a c h i c o l a B a y ,
F l o r i d a , D e c e m b e r 1 9 9 4 - J a n u a r y 1 9 9 5 . MMWR . 4 4 : 3 7 - 3 9 .
5 . C D C . ( 1 9 9 5 ) M u l t i s t a t e o u t b r e a k o f v i r a l g a s t r o e n t e r i t i s
a s s o c i a t e d w i t h c o n s u m p t i o n o f o y s t e r s
- A p a l a c h i c o l a B a y ,
F l o r i d a , D e c e m b e r 1 9 9 4 - J a n u a r y 1 9 9 5 . J A MA . 2 7 3 : 4 5 2 .
6 . C h a l a p a t i R a o , V . , S e i d e l , K . M . , G o y a l , S . M . , M e t c a l f ,
T . G . , a n d M e l n i c k , J . L . ( 1 9 8 4 ) I s o l a t i o n o f e n t e r o v i r u s e s
f r o m w a t e r , s u s p e n d e d s o l i d s , a n d s e d i m e n t s f r o m G a l v e s t o n
B a y : s u r v i v a l o f p o l i o v i r u s a n d r o t a v i u r s a d s o r b e d t o
s e d i m e n t s . A p p l . E n v r . M i c r o . 4 8 : 4 0 4
- 4 0 9 .
7 . C h u n g , H . , a n d S o b s e y , M . D . ( 1 9 9 3 ) C o m p a r a t i v e s u r v i v a l
o f i n d i c a t o r v i r u s e s a n d e n t e r i c v i r u s e s i n s e a w a t e r a n d
s e d i m e n t . Wa t . S c i . T e c h . 2 7 : 4 2 5 - 4 2 8 .
8 . C h u n g , H . ( 1 9 9 3 ) F
- s p e c i f i c c o l i p h a g e s a n d t h e i r
s e r o g r o u p s , a n d B a c t e r o i d e s f r a g i l i s p h a g e s a s i n d i c a t o r s o f
e s t u a r i n e w a t e r a n d s h e l l f i s h q u a l i t y . D o c t o r a l
D i s s e r a t a t i o n . U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a , C h a p e l H i l l .
9 . C l i v e r , D . ( 1 9 8 3 ) M a n u a l o n F o o d V i r o l o g y . WH O , G e n e v a .
1 0 . C o r n a x , R . M o r i n i g o , M . A . , B a l e b o n a , M . C . , C a s t r o , D , .
B o r r e o , J . J . ( 1 9 9 1 ) S i g n i f i c a n c e o f s e v e r a l b a c t e r i o p h a g e
g r o u p s a s i n d i c a t o r s o f s e w a g e p o l l u t i o n i n m a r i n e w a t e r s .
Wa t . R e s . 2 5 : 6 7 3 - 6 7 8 .
1 1 . C o u l e p i s , A . G . , L o c a r n i n i , S . A . , W e s t a w a y , E . G . ,
T a n n o c k , G . A . , a n d G u s t , I . D . ( 1 9 8 2 ) B i o p h y s i c a l a n d
b i o c h e m i c a l c h a r a c t e r i z a t i o n o f H e p a t i t i s A v i r u s .
I n t e r v i r o l o g y 1 8 : 1 0 7 - 1 2 7 .
1 2 . D e e t z
,
T . R .
,
S m i t h
,
E . R .
,
G o y a l , S . M . , G e r b a , C . P . ,
B a l l e t , J . v . , T s a i , H . L . , D u p o n t , H . L . , a n d H e s w i c k , B . H .
( 1 9 8 4 ) O c c u r r e n c e o f r o t a a n d e n t e r o v i r u s e s i n d r i n k i n g a n d
e n v i r o n m e n t a l w a t e r s i n a d e v e l o p i n g n a t i o n . Wa t . R e s .
1 8 : 5 6 7 - 5 7 1 .
1 3 . D h i l l o n , T . S . , D h i l l o n , E . K . S . , Ch a u , H . C . , L i , W . K .
a n d T s a n
,
A . H . C . ( 1 9 7 6 ) S t u d i e s o n b a c t e r i o p h a g e
d i s t r i b u t i o n : v i r u l e n t a n d t e m p e r a t e b a c t e r i o p h a g e c o n t e n t
o f m a m m a l i a n f e c e s . A p p l . E n v r . M i c r o . 3 2 : 6 8 - 7 4 .
1 4 . D o w e l l , S . F . , G r o v e s , C . , K i r k l a n d , K . B . , C i r c i r e l l o ,
H . G . , A n d o , T . , J i n , Q . , G e n t s c h , J . R . , M o n r o e , S . S . ,
H u m p h r e y , C D . , a n d S l e m p , C . ( 1 9 9 5 ) A m u l t i s t a t e o u t b r e a k
o f o y s t e r - a s s o c i a t e d g a s t r o e n t e r i t i s : i m p l i c a t i o n s f o r
i n t e r s t a t e t r a c i n g o f c o n t a m i n a t e d s h e l l f i s h . J
"
. I n f e c t .
D i s . 1 7 1 : 1 4 9 7 - 5 0 3 .
1 5 . E l l i o t
,
E . L . a n d C o l w e l l , R . R . ( 1 9 8 5 ) I n d i c a t o r
o r g a n i s m s f o r e s t u a r i n e a n d m a r i n e w a t e r s . F EMA . M i c r o . R e v .
3 2 : 6 1 - 7 9 .
1 6 . F u j i o k a , R . S . , L o h , P . C , a n d L a u , L . S . ( 1 9 8 0 ) S u r v i v a l
o f h u m a n e n t e r o v i r u s e s i n t h e H a w a i i a n o c e a n e n v i r o n m e n t :
e v i d e n c e f o r v i r u s - i n a c t i v a t i n g m i c r o o r g a n i s m s . A p p l . E n v r .
M i c r o . 3 9 : 1 1 0 5 - 1 1 1 0 .
1 7 . F u r u s e , K . , A n d o , A . , O s a w a , S . , a n d W a t a n a b e , I .
( 1 9 8 1 ) D i s t r i b u t i o n o f r i b o n u c l e i c a c i d c o l i p h a g e s i n r a w
8 2
s e w a g e f r o m t r e a t m e n t p l a n t s i n J a p a n . A p p l . E n v r . M i c r o .
4 1 ( 5 ) : 1 1 3 9 - 4 3 .
1 8 . F u r u s e , K . , A n d o . , A . , O s a w a , S . , a n d W a t a n a b e , I .
( 1 9 8 1 ) D i s t r i b u t i o n o f r i b o n u c l e i c a c i d c o l i p h a g e s i n r a w
s e w a g e f r o m t r e a t m e n t p l a n t s i n J a p a n . A p p l . E n v r . M i c r o .
4 1 : 1 1 3 9 - 1 1 4 3 .
1 9 . G e l d e n h u y s , J . C . a n d P r e t o r i u s , P . D . ( 1 9 8 9 ) T h e
o c c u r r e n c e o f e n t e r i c v i r u s e s i n p o l l u t e d w a t e r , c o r r e l a t i o n
t o i n d i c a t o r o r g a n i s m s a n d f a c t o r s i n f l u e n c i n g t h e i r
n u m b e r s . IV a t . S c i . T e c h . 2 1 : 1 0 5 - 1 0 9 .
2 0 . G e r b a
,
C . P .
,
G o y a l , S . M . , L a B e l l e , R . L . , C e c h , I . , a n d
B o d g a n , G . F . ( 1 9 7 9 ) F a i l u r e o f i n d i c a t o r b a c t e r i a t o r e f l e c t
t h e o c c u r r e n c e o f e n t e r o v i r u s e s i n m a r i n e w a t e r s . A m . J .
P u b . H e a l t h 6 9 : 1 1 1 6 - 9 .
2 1 . G e r b a , C . P . M e t h o d o l o g y f o r B i o m a s s d e t e r m i n a t i o n s a n d
m i c r o b i a l a c t i v i t i e s i n s e d i m e n t s . A m e r i c a n S o c i e t y f o r
T e s t i n g M a t e r i a l s , 6 4
- 7 4 .
2 2 . G e r b a
,
C . P . M a r i n e P o l l u t i o n b u l l e t i n 8 : 2 7 9 - 2 8 2 .
2 3 . G e r b a , C . P . ( 1 9 8 0 ) B a c t e r i a l i n d i c a t o r s a n d
e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s a s r e l a t e d t o c o n t a m i n a t i o n o f o y s t e r s
b y e n t e r o v i r u s e s . J
"
. F o o d P r o t . 4 3 : 9 9 - 1 0 1 .
2 4 . G o y a l , S . M . , G e r b a , C . P . , a n d B i t t o n , G . P h a g e E c o l o g y .
N e w Y o r k
,
N Y : J . W i l e y a n d S o n s , 1 9 8 7 .
2 5 . G o y a l , S . M . I n d i c a t o r s o f V i r u s e s . I n : V i r a l P o l l u t i o n
o f t h e E n v i r o n m e n t . B o c a R a t o n , F L : C R C P r e s s , 1 9 8 3 ; 2 1 1 -
2 3 0 .
2 6 . G o y a l , S . M . , G e r b a , C . P . , a n d M e l n i c k , J . L . ( 1 9 7 9 )
H u m a n e n t e r o v i r u s e s i n o y s t e r s a n d t h e i r o v e r l y i n g w a t e r s .
A p p l . a n d E n v . M i c r o . 3 7 ( 3 ) : 5 7 2
- 8 1 .
2 7 . G r a b o w , W . O . K . , G a u s s
- M u l l e r , V . , P r o z e s k y , O . W . , a n d
D e i n h a r d t , R . ( 1 9 8 3 ) I n a c t i v a t i o n o f H e p a t i t i s A v i r u s a n d
i n d i c a t o r o r g a n i s m s i n w a t e r b y f r e e c h l o r i n e r e s i d u a l s .
A p p l . E n v r . M i c r o . 4 : 6
■
.
6 1 9 - 6 2 4 : .
8 3
2 8 . H a v e l a a r , A . H . a n d P o t - H o g e b o o m , W . M . ( 1 9 8 8 ) F - s p e c i f i c
R N A - b a c t e r i o p h a g e s a s m o d e l v i r u s e s i n w a t e r h y g i e n e :
e c o l o g i c a l a s p e c t s . Wa t . S c i . T e c h . 2 0 : 3 9 9 - 4 0 7 .
2 9 . H a v e l a a r , A . H . , P o t
- H o g e b o o m , W . M . , F u r u s e , K . , P o t ,
R
. , a n d H e r m a n n , M . P . ( 1 9 9 0 ) F - s p e c i f i c R N A b a c t e r i o p h a g e s
a n d s e n s i t i v e h o s t s t r a i n s i n f a e c e s a n d w a s t e w a t e r o f h u m a n
a n d a n i m a l o r i g i n . J . A p p l . B a d . 6 9 ( l ) : 3 0 - 7 .
3 0 . H a v e l a a r , A . H . , F u r u s e , K . , a n d H o g e b o o m , W . M . ( 1 9 8 6 )
B a c t e r i o p h a g e s a n d i n d i c a t o r b a c t e r i a i n h u m a n a n d a n i m a l
f a e c e s . J . A p p l . B a c t . 6 0 ( 3 ) : 2 5 5 - 6 2 .
3 1 . H a v e l a a r , A . H . , V a n O l p h e n , M . , a n d D r o s t , Y . C . ( 1 9 9 3 )
F - s p e c i f i c R N A b a c t e r i o p h a g e s a r e a d e q u a t e m o d e l o r g a n i s m s
f o r e n t e r i c v i r u s e s i n f r e s h w a t e r . A p p l . E n v r . M i c r o .
5 9 : 2 9 5 6 - 6 2 .
3 2 . H e r b o l d , K . , F l e h m i g , B . , a n d B o t z e n h a r t , K . ( 1 9 8 9 )
C o m p a r i s o n o f O z o n e I n a c t i v a t i o n , i n F l o w i n g W a t e r , o f
H e p a t i t i s A V i r u s , P o l i o v i r u s 1 , a n d I n d i c a t o r O r g a n i s m s .
A p p l . E n v r . M i c r o . 5 5 : 2 9 4 9 - 2 9 5 3 .
3 3 . H s u , F . C . , S h i e h , Y . S . , V a n D u i n , J . , B e e k w i l d e r , M . J .
a n d S o b s e y , M . D . ( 1 9 9 5 ) G e n o t y p i n g m a l e - s p e c i f i c R N A
c o l i p h a g e s b y h y b r i d i z a t i o n w i t h o l i g o n u c l e o t i d e p r o b e s .
A p p l . E n v r . M i c r o . 6 1 ( 1 1 ) : 3 9 6 0 - 6 .
3 4 . H u m p h r e y , T . J . , a n d M a r t i n , K . ( 1 9 9 3 ) B a c t e r i o p h a g e a s
m o d e l s f o r v i r u s r e m o v a l f r o m P a c i f i c o y s t e r s { C r a s s o s t r e a
g i g a s ) d u r i n g r e - l a y i n g . E p i d e m i o l . I n f e c t . 1 1 1 : 3 2 5
- 3 3 5 .
3 5 . l A W P R C S t u d y G r o u p o n H e a l t h R e l a t e d W a t e r M i c r o b i o l o g y
( 1 9 9 1 ) B a c t e r i o p h a g e s a s m o d e l v i r u s e s i n w a t e r q u a l i t y
c o n t r o l . Wa t . R e s . 2 5 : 5 2 9 - 5 4 5 .
3 6 . J a y k u s , L . A . , H e m a r d , M . T . , a n d S o b s e y , M . D . H u m a n
E n t e r i c P a t h o g e n i c V i r u s e s . I n : E n v i r o n m e n t a l I n d i c a t o r s a n d
S h e l l f i s h S a f e t y . N e w Y o r k , N Y : C h a p m a n a n d H a l l , 1 9 9 4 : 9 2
-
1 5 3 .
3 7 . J o h n s o n , K . M . ( 1 9 7 9 ) S e w a g e - b a s e d s h e l l f i s h c u l t u r e a n d
8 4
t h e p u b l i c h e a l t h : v i r o l o g i c a l a s p e c t s . P h . D . t h e s i s ,
U n i v e r s i t y o f C a l i f o r n i a , B e r k l e y .
3 8 . K a p l a n , J . E . , F e l d m a n , R . , C a m p b e l l , D . S . , L o o k a b a u g h ,
C , G a r y , G . W . ( 1 9 8 2 ) T h e f r e q u e n c y o f a N o r w a l k - l i k e
p a t t e r n o f i l l n e s s i n o u t b r e a k s o f a c u t e g a s t r o e n t e r i t i s .
A m e r i c a n J o u r n a l o f P u b l i c H e a l t h . 7 2 ( 1 2 ) : 1 3 2 9 - 3 2 .
3 9 . K e s w i c k , B . H . , G e r b a , C . P . , D u P o n t , H . L . , a n d R o s e ,
J . B . ( 1 9 8 4 ) D e t e c t i o n o f e n t e r i c v i r u s e s i n t r e a t e d d r i n k i n g
w a t e r . A p p l . E n v r . M i c r o . 4 7 : 1 2 9 0 - 1 2 9 4 .
4 0 . K l e t t e r , B . , G r e e n , M . , a n d K a t z e n e l s o n , E . ( 1 9 7 6 )
C o l i p h a g e i n a c t i v a t o n i n s e a w a t e r . A c t a . A d r . 1 8 : 2 7 9 - 2 8 8 .
4 1 . K o h n
,
M . A . , F a r l e y , T . A . , A n d o , T . , C u r t i s , M . W i l s o n ,
S . A . , J i n , Q . , M o n r o e , S . S . , B a r o n , R . C . M c F a r l a n d , L . M . ,
a n d G l a s s , R . I . ( 1 9 9 5 ) J A MA . 2 7 3 : 4 6 6 - 4 7 1 .
4 2 . K o t t , Y . ( 1 9 6 6 ) E s t i m a t i o n o f l o w n u m b e r s o f
E s c h e r i c h i a c o l i b a c t e r i o p h a g e b y u s e o f t h e m o s t p r o b a b l e
n u m b e r m e t h o d . A p p l . M i c r o . 1 4 ( 2 ) : 1 4 1 - 4 .








S p e r b e r , S . , a n d B e t z e r , N . ( 1 9 7 4 )
B a c t e r i o p h a g e s a s V i r a l P o l l u t i o n I n d i c a t o r s . Wa t . R e s .
8 : 1 6 5 - 1 7 1 .
4 4 . L a B e l l e , R . L . , G e r b a , C . P . , G o y a l , S . M . , M e l n i c k ,
J . L .
,
C e c h , I . , a n d B o g d a n , G . F . ( 1 9 8 0 ) R e l a t i o n s h i p s
b e t w e e n e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s , b a c t e r i a l i n d i c a t o r s , a n d t h e
o c c u r r e n c e o f e n t e r i c v i r u s e s i n e s t u a r i n e s e d i m e n t s . A p p l .
E n v r . M i c r o . 3 9 : 5 8 8 - 5 9 6 .
4 5 . L o , S . , G i l b e r t , J . , a n d H e t r i c h , F . ( 1 9 7 6 ) S t a b i l i t y
o f h u m a n e n t e r o v i r u s e s i n e s t u a r i n e a n d m a r i n e w a t e r s . A p p l .
E n v r . M i c r . 3 2 : 2 4 5 - 2 4 9 .
4 6 . M a r z o u k , Y . , G o y a l , S . M . , a n d G e r b a , C . P . ( 1 9 8 0 )
R e l a t i o n s h i p o f v i r u s e s a n d i n d i c a t o r b a c t e r i a i n w a t e r a n d
w a s t e w a t e r o f I s r a e l . Wa t . R e s . 1 4 : 1 5 8 5 - 1 5 9 0 .
4 7 . M e l n i c k , J . L . a n d G e r b a , C . P . ( 1 9 8 0 ) V i r u s e s i n w a t e r
a n d s o i l s . P u b l i c H e a l t h R e v i e w s 9 : 1 8 5 - 2 1 3
8 5
4 8 . M o r i n i g o , M . A . , W h e e l e r , D . , B e r r y , C , J o n e s , C ,
M u n o z
,
M . A .
,
C o r n a x , R . , a n d B o r r e g o , J . J . ( 1 9 9 2 ) E v a l u a t i o n
o f d i f f e r e n t b a c t e r i o p h a g e g r o u p s a s f a e c a l i n d i c a t o r s i n
c o n t a m i n a t e d n a t u r a l w a t e r s i n s o u t h e r n E n g l a n d . IV a t . R e s .
2 6 : 2 6 7 - 2 7 1 .
4 9 . M o r s e , D . L . , G u z e w i c h , J . J . , H a n r a h a n , J . P . , S t r i c o f ,
R
. , S h a y e g a n i , M . , D e i b e l , R . , G r a b a u , J . C . , N o w a k , N . A . ,
H e r r m a n n , J . E . , a n d Cu k o r , G . e t a l . ( 1 9 8 6 ) W i d e s p r e a d
o u t b r e a k s o f c l a m a n d o y s t e r
- a s s o c i a t e d g a s t r o e n t e r i t i s .
R o l e o f N o r w a l k v i r u s . N e w E n g l a n d J o u r n a l o f M e d i c i n e .
3 1 4 ( 1 1 ) : 6 7 8 - 8 1 .








a n d W a t a n a b e
,
I . ( 1 9 8 1 )
D i s t r i b u t i o n o f r i b o n u c l e i c a c i d c o l i p h a g e s i n a n i m a l s .
A p p l . E n v r . M i c r o . 4 1 : 1 6 4 - 1 6 8 .
5 1 . O s a w a , S . , F u r u s e , K . , C h o i , M . S . , A n d o , A . , S a k u r a i ,
T
. ,
a n d W a t a n a b e
,
I . ( 1 9 8 1 ) D i s t r i b u t i o n o f r i b o n u c l e i c a c i d
c o l i p h a g e s i n K o r e a . A p p l . E n v r . M i c r o . 4 1 : 9 0 9 - 9 1 1 .
5 2 . P a r r y , O . T . , W h i t e h e a d , J . A . , a n d D o w l i n g , L . T .
T e m p e r a t u r e S e n s i t i v e C o l i p h a g e i n t h e E n v i r o n m e n t . I n :
V i r u s e s i n W a s t e w a t e r T r e a t m e n t . O x f o r d , E n g l a n d : P e r g a m o n
P r e s s
,
1 9 8 1 ; 2 7 7 - 2 8 0 .
5 3 . P a y m e n t , P . , T r u d e l , M . , a n d P l a n t e , R . ( 1 9 8 5 )
E l i m i n a t i o n o f v i r u s e s a n d i n d i c a t o r b a c t e r i a a t e a c h s t e p
o f t r e a t m e n t d u r i n g p r e p a r a t i o n o f d r i n k i n g w a t e r a t s e v e n
w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s . A p p l . E n v r . M i c r o . 4 9 : 1 4 1 8 - 1 4 2 8 .




a n d P a r k i n , W . ( 1 9 8 7 ) O u t b r e a k s o f c l a m -
a s s o c i a t e d g a s t r o e n t e r i t i s i n N e w J e r s e y : 1 9 8 3
- 1 9 8 4 . N e w
J e r s . M e d . 8 4 : 6 4 9 - 6 5 1 .
5 5 . R a o , V . C . , a n d M e l n i c k , J . L . E n v i r o n m e n t a l V i r o l o g y .
W a s h i n g t o n , D C : A m e r i c a n S o c i e t y f o r M i c r o b i o l o g y , 1 9 8 6 .
5 6 . R i c h a r d s
,
G . P . ( 1 9 8 5 ) O u t b r e a k s o f s h e l l f i s h - a s s o c i a t e d
e n t e r i c v i r u s i l l n e s s i n t h e U n i t e d S t a t e s : r e q u i s i t e f o r
d e v e l o p m e n t o f v i r a l g u i d e l i n e s . J . F o o d P r o t . 4 8 : 8 1 5
- 8 2 8 .
8 6
5 7 . R i p p e y , S . R . ( 1 9 9 4 ) I n f e c t i o u s d i s e a s e s a s s o c i a t e d w i t h
m o l l u s c a n s h e l l f i s h c o n s u m p t i o n . C l i n . M i c r o . R e v . 7 : 4 1 9 -
4 2 5 .
5 8 . S c h o l z , E . , H e i n r i c y , U . , a n d F l e h m i g B . ( 1 9 8 9 ) A c i d
s t a b i l i t y o f H e p a t i t i s A v i r u s . J o u r n a l o f G e n e r a l V i r o l o g y .
7 0 ( P t 9 ) : 2 4 8 1 - 5 .
5 9 . S e e l e y , N . D . a n d P r i m r o s e , S . B . ( 1 9 8 0 ) T h e e f f e c t o f
t e m p e r a t u r e o n t h e e c o l o g y o f a q u a t i c b a c t e r i o p h a g e s . J
"
, o f
G e n . V i r o l . 4 6 : 8 7 - 9 5 .
6 0 . S i e g l , G . , W e i t z , M . , a n d K r o n a u e r , G . ( 1 9 8 4 ) S t a b i l i t y
o f H e p a t i t i s A v i r u s . J n t e r v i r o l o g y . 2 2 ( 4 ) : 2 1 8 - 2 6 .
6 1 . S i m k o v a , A . a n d C e r v e n k a , J . ( 1 9 8 1 ) C o l i p h a g e s a s
e c o l o g i c a l i n d i c a t o r s o f e n t e r o v i r u s e s i n v a r i o u s w a t e r
s y s t e m s . B u l l e t i n WH O 5 9 : 6 1 1
- 6 1 8 .
6 2 . S o b s e y , M . D . ( 1 9 8 9 ) I n a c t i v a t i o n o f H e a l t h - R e l a t e d
M i c r o o r g a n i s m s i n W a t e r b y D i s i n f e c t i o n P r o c e s s e s . Wa t . S c i .
T e c h n o l . 2 1 : 1 7 9 - 1 9 5 .
6 3 . V a u g h n , J . M . , a n d M e t c a l f , T . G . ( 1 9 7 5 ) C o l i p h a g e s a s
i n d i c a t o r s o f e n t e r i c v i r u s e s i n s h e l l f i s h a n d s h e l l f i s h
r a i s i n g e s t u a r i n e w a t e r s . Wa t . R e s . 9 : 6 1 3
- 6 1 6 .
6 4 . Y a m a s h i t a , T . , S a k a e , K . , I s h i h a r a , Y . , a n d I s o m u r a , S .
( 1 9 9 2 ) A 2 - y e a r s u r v e y o f t h e p r e v a l e n c e o f e n t e r i c v i r a l
i n f e c t i o n s i n c h i l d r e n c o m p a r e d w i t h c o n t a m i n a t i o n i n
l o c a l l y
- h a r v e s t e d o y s t e r s . E p i d e m i o l . I n f e c t . 1 0 8 : 1 5 5
- 1 6 3 .
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A p p e n d i x 2 . R e c i p e s
B u f f e r I
1 0 0 m M T r i s
1 5 0 m M N a C l
, p H 7 . 5
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